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Résumé

La sénescence cellulaire est un mécanisme naturel de suppression tumorale défini par un arrét
stable de la prolifération. Bien que presque toujours mutées dans au moins une des voies
déclenchant la sénescence (ex : p53/p21 ou p16/Rb), les cellules cancéreuses conservent souvent
la capacité d’y entrer en réponse au traitement. Cette sénescence induite par la thérapie (SIT)
peut étre ciblée pharmacologiquement pour en renforcer les effets positifs. Une approche
émergente consiste a combiner un traitement anticancéreux induisant la sénescence a un
sénolytique, agent éliminant spécifiguement les cellules sénescentes. Dans le contexte du cancer
de la prostate (CP), différents types de SIT ont déja été observées dans de multiples modéles
exposés a différents traitements. Cependant, le manque de données comparant ces phénotypes
souligne le besoin d’analyses plus systématiques. De plus, la sensibilité aux sénolytiques des
cellules du CP en état de SIT n’a pas encore été évaluée dans ces contextes. Dans cette étude,
nous avons évalué les destins cellulaires des lignées du CP apres exposition a trois traitements
pertinents au niveau clinique : I'irradiation et I'olaparib, deux inducteurs de dommages a I’ADN
et 'enzalutamide, un anti-androgene. Dépendamment de la lignée, les traitements par irradiation
et olaparib ont mené a une réponse dirigée principalement vers la sénescence ou vers une
réponse mixte de mort cellulaire, de catastrophe mitotique et de sénescence. Dans tous les cas,
ceux-ci ont déclenché un phénotype sénescent classique et convertible en mort cellulaire par des
sénolytiques inhibiteurs des antiapoptotiques de la famille Bcl-2. D’autre part, le traitement a
I’enzalutamide a déclenché un phénotype semblable a la sénescence se distinguant par sa
réversibilité, son absence de dommages a I’ADN et son insensibilité a ces mémes sénolytiques.
Globalement, nos résultats soulignent I'importance du contexte thérapeutique dans I'élaboration
des stratégies de manipulation de la SIT du CP. lIs constituent également une justification robuste
a I’étude préclinique des traitements combinant la radiothérapie ou 'olaparib a des inhibiteurs

des antiapoptotiques de la famille Bcl-2 dans le contexte du CP.

Mots-clés: sénescence, cancer de la prostate, olaparib, radiothérapie, enzalutamide,

sénolytiques






Abstract

Cellular senescence is a natural tumor suppression mechanism defined by a stable proliferation
arrest. Although almost always mutated in at least one of the senescence pathways genes (e.g.,
p53/p21 or p16/Rb), cancer cells often retain the ability to become senescent in response to
treatment. This therapy-induced senescence (TIS) can be pharmacologically targeted to enhance
its positive effects. An emerging approach is to combine senescence-inducing cancer treatment
with senolytics, compounds that specifically eliminate senescent cells. In the context of prostate
cancer (PCa), different types of TIS have already been observed in multiple models exposed to
different treatments. However, the lack of data comparing these phenotypes highlights the need
for more systematic analyses. In addition, the senolytic sensitivity of TIS PCa cells has not yet been
evaluated in these settings. In this study, we evaluated the cell fates of PCa cell lines after
exposure to three clinically relevant treatments: irradiation and olaparib, two DNA damage
inducers, and enzalutamide, an anti-androgen. Depending on the cell line, irradiation and olaparib
treatments led to a response mainly directed towards senescence or toward a mixed response of
cell death, mitotic catastrophe and senescence. In all cases, these treatments triggered a classic
senescent phenotype that was convertible to cell death by senolytic inhibitors of the Bcl-2 family
antiapoptotics. On the other hand, treatment with enzalutamide triggered a senescence-like
phenotype, distinguishable by its reversibility, absence of DNA damage and insensitivity to these
same senolytics. Overall, our results underscore the importance of the therapeutic context in the
development of PCa-TIS manipulation strategies. They also provide a robust rationale for the
preclinical study of treatments that combine radiotherapy or olaparib with Bcl-2 family

antiapoptotic inhibitors in the PCa context.
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Chapitre 1 — Introduction

1) La sénescence cellulaire

1.1) Définition et historique
La sénescence cellulaire se caractérise par un arrét prolifératif stable en présence de facteurs de
croissance [1]. Elle a été initialement découverte en 1961 par Leonard Hayflick et Paul S.
Moorhead, lorsque ceux-ci ont observé que les cellules dérivées de tissus fétaux humains
n’étaient plus capables de proliférer aprés un nombre limite de passages situé autour de 50 [2].
Bien que la sénescence ait été découverte il y a une soixantaine d’années, les caractérisations
majeures de son phénotype ont réellement débuté dans les années 1990, date a partir de laquelle
son induction a été décrite comme dépendante du raccourcissement des téloméres [3-5], de
I’expression anormale d’oncogénes [6] et des dommages a I’ADN en général [7-9]. Dés lors, la
sénescence cellulaire fut principalement décrite comme une barriere essentielle a I'initiation
tumorale [10]. En 2008, la découverte du phénotype sécrétoire associé a la sénescence (PSAS) [11]
principalement décrit comme pro-inflammatoire et tumorigéne, marque le début de I'association
de la sénescence cellulaire a la progression tumorale [12,13] et aux maladies liées au vieillissement
[14,15]. Un peu plus tard, I'importance de la sénescence dans les processus physiologiques de
cicatrisation [16-18] et d’embryogénese [19-22] est également révélée. Enfin, la fin des années 2010
marque |'apparition des premieres éliminations pharmacologiques des cellules sénescente pour

le traitement du cancer et des maladies liées au vieillissement [23-25].
1.2) Le phénotype sénescent

a) L'arrét prolifératif associé a la sénescence (APAS)
La progression du cycle cellulaire est régulée par des points de contrdles qui, a chaque transition
entre les différentes phases et apres intégration des différents signaux de croissance et de stress,
décident de la progression ou de l'interruption du processus. Cette machinerie protéique
complexe inclue des kinases cyclines-dépendantes appelées CDK et leurs inhibiteurs, les CDKi [26].

Les CDK, par la stimulation de I'activité d’acteurs clés de la machinerie du cycle cellulaire, sont



responsables de la progression de ce dernier. De maniere opposée, les CDKi sont responsables

des arréts transitoires ou définitifs du cycle et sont donc des biomarqueurs majeurs de la

sénescence cellulaire [27-29]. Les principales CDKi incluent :

e Les protéines de la famille INK4 : p16'Nk4a p15INK4b  n18INKic ot p19INK4d quj inhibent

principalement les CDKs intervenant aux phase GO/G1 et G1/S du cycle (Figure 1) [26]

e Les protéines de la famille Cip/Kip incluant p21%P1, p27KiPl et p57XiP2 inhibant les CDKs des

passages G1/S, G2/M, Intra-S ou Intra-M du cycle (Figure 1) [26]

Bien que p19”"F (p14”RF chez I’humain) soit issue du méme locus que p16'NK42 et p15'NK4b (Jocus

INK4b-ARF-INK4a), il ne s’agit pas d’une CDKi. Cependant, son réle consiste également a arréter

le cycle cellulaire en bloquant l'activité Mdm2-dépendante d'ubiquitination, d'exportation

nucléaire et de dégradation de p53, principal facteur de transcription de p21¢*? [30].

GO

‘i

G1

s a3

CycD
CDK2
CDK5
CDK4
CDK®6

P14 P15 P16 P18 P19

CycE CycA CycB CycA CycB
CDK2 CDK2 CDK1 CDK1 CDK1
1 1 1 1

I | Cip/Kip
Ink 4 P21 P27 P57

ire 1. — Déclencheurs et

inhibiteurs de la progression
du cycle cellulaire.

La progression a travers le
cycle cellulaire est stimulée
par des complexes cycline-
CDK  spécifiques  (cases
vertes) et inhibée par des
CDKi de la famille INK4 et
Cip/Kip (cases rouge). Par
Locatelli P et al., Curr Drug
Targets., 2019 — Autorisation
d’utiliser cette figure

obtenue.

L'inhibition des CDK 2,4 et 6 par p16, p21, p27 ou p57 induit I’hypo-phosphorylation et I'activation

du suppresseur de tumeur pRb, qui va ensuite lier et réprimer E2F, facteur de transcription majeur

des genes de la phase S [26]. Il en résulte un blocage en phase G1 du cycle cellulaire. De maniere
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générale, dans les cellules sénescentes humaines, la voie p53/p21 est responsable de I'initiation
I'APAS et p16, de son maintien. Une fois que pRb est pleinement engagée par p16, I'APAS devient

irréversible et impossible a révoquer, méme par l'inactivation ultérieure de Rb ou de p53 [31-33].

Il est possible de caractériser I’APAS en utilisant divers techniques et outils. L'IncuCyte™ Live-Cell
Imaging System est un dispositif permettant I"acquisition et I'analyse automatisée d’images
directement dans des cellules cultivées en incubateur, et ceci dans différents canaux de
fluorescence et avec différents grossissements. Lorsque les cellules étudiées expriment I’histone
H2B-GFP, marquant la chromatine par fluorescence, cet appareil permet I'acquisition rapide et
reproductible du nombre de cellules présentes dans un puit a un instant t, méme lorsque celle-ci
sont a confluence [34,35]. Il s’agit donc d’un outil puissant pour mesurer l'influence d’un
traitement sur la croissance d’une population cellulaire. En revanche, il est nécessaire de réaliser
d’autres types d’expériences pour savoir si la variation du nombre de cellules observée est di a

une différence de viabilité de ces cellules ou a une différence dans leur potentiel prolifératif.

L'arrét prolifératif, caractéristique clé de la sénescence, peut étre quantifié au niveau fonctionnel
par la technique de marquage a I'EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine). Cette technique consiste au
marquage fluorescent des cellules en prolifération par 'utilisation d’'un analogue de la thymidine
fluorescent capable de s’incorporer a I’ADN en cours de synthése. Le marquage, dans un méme
temps, du nombre total de noyaux, grace a un autre agent fluorescent appelé DAPI, permet
ensuite de rapporter le nombre de cellules en prolifération au nombre total de cellules [36]. La
phase du cycle a laquelle une population cellulaire est arrété est également déterminable par
cytométrie en flux, en extrapolant le contenu en ADN de cette population grace a l'iodure de
propidum, un agent intercalant fluorescent. Ainsi, alors qu’une population arrété en phase G2/M
possedera deux fois plus d’ADN qu’une population arrétée en phase GO/G1/S, une population en
phase S disposera d’un contenu en ADN intermédiaire [37]. Au niveau moléculaire, la mesure de
la quantité de transcrits provenant des genes de chaque CDKi peut-étre mesurée par la technique
de PCR quantitative en temps réel [38]. Afin de différencier la sénescence cellulaire de la
guiescence ou de la différenciation terminale, d’autres marqueurs que I'arrét prolifératif doivent

étre évalués.
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b) L'augmentation de I'activité SA B-galactosidase
Initialement décrite en 1995, I'activité P-galactosidase associée a la sénescence (SA B-gal)
correspond a une activité de la B-galactosidase lysosomale a pH 6, observée spécifiquement dans
les cellules sénescentes in vitro et in vivo [39,40]. Celle-ci est détectable aprés ajout de X-Gal dans

le milieu menant a la formation d’un précipité bleu apres clivage par I'enzyme.

c¢) Changements morphologiques
La morphologie élargie, aplatie et irréguliére est une des caractéristiques les plus anciennes des
cellules sénescentes, puisqu’elle a été découverte par Hayflick et Moorhead eux-mémes lors de
la premiéere caractérisation de la sénescence en 1961 [2]. La voie mTOR, connue pour intégrer de
nombreux signaux de stress et pour réguler la croissance cellulaire en conséquence, ainsi que la
protéine ATF6a, impliquée dans la réorganisation du cytosquelette de vimentine, sont deux

contributeurs connus de ce phénotype [1,41].

d) Persistance de la réponse aux dommages a ’ADN
La réponse aux dommages a I’ADN (RDA) est une réponse physiologique déclenchée par les
cellules pour lutter contre toutes formes de dommages a I’ADN endogenes ou exogénes [42]. La
RDA consiste au recrutement d’'un ensemble de facteurs au niveau de cassures de I’ADN pour
former des structures protéiques appelées foyers de dommage a I’ADN. Cette voie est initiée par
des structures protéiques servant de capteurs de dommages de I'ADN. Le complexe MRE11-
RAD50-NBS1 (MRN) détecte les cassures double-brin (CDB) de I'ADN et provoque ensuite le
recrutement de la kinase apicale ATM. Les polymeres de RPA détectent et recouvrent I'ADN
simple brin exposé pour y recruter différents acteurs dont le complexe hétérotrimérique RAD9-
RAD1-HUS1 (9-1-1) entourant le brin d’ADN. RPA et le complexe 9-1-1, en addition a d’autres
acteurs protéiques, sont responsables du recrutement et de I'activation d’ATR liée a la protéine
ATRIP (Figure 2). Ainsi, alors qu’ATM est principalement activée par les CDB, ATR répond au stress
génotoxique lors de la réplication de I'ADN [42]. Ces kinases sont responsables de la
phosphorylation de la variante d'histone H2AX sur la sérine 139 (connue sous le nom de yH2AX)
dans la région proximale de la lésion de I'ADN. Le r6le de yH2AX est de recruter MDC1, qui va

ensuite recruter un complexe MRN au voisinage du premier et donc amplifier le signal de la RDA
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(Figure 2). BRCA1l et -2, acteurs majeurs d’un processus de réparation fidele appelé
recombinaison homologue (RH), sont recruté aux sites de dommages a I'ADN lors de leur
phosphorylation par ATM et ATR [42]. La protéine 53BP1 est également impliquée dans le
maintien de la signalisation RDA en renforgant I'activité d'ATM et est également importante pour
les décisions relatives aux mécanismes par lesquels ’ADN sera réparé [43,44] (Figure 2).
Finalement, la signalisation de la RDA se propage a partir de I’ADN endommagé par I'engagement
des kinases diffusibles CHK2 (principalement phosphorylées par ATM) et CHK1 (principalement
phosphorylée par ATR) qui font converger la signalisation vers des effecteurs en aval tels que p53
ou les CDC25, responsables des différentes décisions relatives aux destins cellulaires a la suite
d’un stress, a savoir 'arrét transitoire du cycle, processus indispensable a la réparation des
dommages a I’ADN, I'arrét prolongé du cycle (sénescence) et I'apoptose (Figure 2) [42,45-47]. La
détection de I'activation de la RDA et des CDB est couramment faite par immunofluorescence par

marquage des foyers de colocalisation des protéines yH2AX et 53BP1 [1].
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* Radiations ionisantes
* Agent génotoxique
* Activation d’'un oncogéne

Capteurs de dommages
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Effecteurs

Apoptose ,Arrét du cycle
@ croupement phosphate Réparation de 'ADN Pas de réparation de 'ADN
Reprise de Ialvprolifération Sénescenct cellulaire
Figure 2. — Laréponse aux dommages a I’ADN.

Le complexe MRE11-RAD50-NBS1 (MRN) ainsi que la protéine RPA associée au complexe RAD9-
RAD1-HUS1 (9-1-1) recrutent les kinases apicales ATM et ATR, elle-méme liée a la protéine ATRIP.
Ces kinases phosphorylent I'histone H2AX sur la sérine 139 (connue sous le nom de yH2AX),
entrainant le recrutement de MDC1 puis d’un autre complexe MRN pour amplifier le signal de la
RDA. Les protéines BRCA1/2 et 53BP1 sont également recrutées au site endommagé. Les kinases
diffusibles CHK2 CHK1 nouvellement phosphorylées par les kinases apicales font converger la
signalisation vers des effecteurs en aval tels que p53 ou les CDC25, responsables des différentes

décisions relatives aux destins cellulaires.

Lorsque les lésions de I'ADN sont réparables, les foyers de dommages a I'ADN se résorbent
généralement en 24 heures, période pendant laquelle les cellules suspendent temporairement

leur progression dans le cycle cellulaire afin d’éviter toute crise liée a la réplication et/ou a la
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mitose en présence de dommages a I’ADN [48,49]. Cependant, une signalisation continue de la
RDA est observée au cours de la sénescence réplicative ou lors de traitements prolongés ou plus
hautement dosés avec des agents induisant des dommages a I’ADN. Cette signalisation continue
de la RDA est médiée par des foyers de dommages a I’ADN persistants appelés DNA-SCARS, sortes
de « réservoirs » de signalisation de la RDA, responsables de I'arrét prolifératif durable [5,31,50] et
du phénotype sécrétoire [11,51] associé a la sénescence [49]. Les DNA-SCARS s'associent aux corps
nucléaires de la protéine PML, sont dépourvus des protéines de réparation de I'ADN RPA et
RAD51 et accumulent les formes activées de CHK2 et de p53, deux protéines clés de la RDA [49].
Ainsi, alors que la détection des protéines yH2AX et 53BP1 est suffisante pour quantifier les foyers
de dommages transitoires, la quantification des DNA-SCARS nécessite la détection additionnelle
de la protéine PML [49]. Cependant, il est possible de détecter les foyers persistants de dommages
a ’ADN avec un simple marquage yH2AX et 53BP1 si ceux-ci ont été induits d’un seul coup (ex :

irradiation) et si au moins 24h se sont écoulé entre leur induction et leur détection [49].

e) Le phénotype sécrétoire associé a la sénescence (PSAS)
Les cellules sénescentes sécréetent une variété de facteurs solubles comme la chimiokine IL-8, les
cytokines inflammatoires IL-6, IL-1a. et 1I-1P3, les facteurs de croissance GM-CSF et IGFBP-2 ou
encore des protéases de la famille des MMP [11,51,52]. En 2008, la découverte de ce phénotype
sécrétoire baptisé PSAS [11], a permis par la suite de relier la sénescence au cancer et au
vieillissement mais également a des processus physiologiques tels que I'embryogénese ou la

cicatrisation [52,53].

f) Larésistance a I'apoptose associée a la sénescence (RAAS)
La résistance a I'apoptose face a divers stress est une caractéristique importante des cellules
sénescentes qui a permis la récente mise en place de stratégies pharmacologiques visant leur
élimination [25,47,54]. Les membres de la famille des antiapoptotiques Bcl-2, en particulier Bcl-2
Bcl-xL, Bcl-W et Mcl-1 (voir chap. 1.4.1) sont particulierement impliqués dans la survie des cellules
sénescentes et peuvent étre régulés a la hausse via des mécanismes de régulation

transcriptionnelle ou traductionnelle[54-57]. D’autres part, la surexpression de la protéine FOX04
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par les cellules sénescentes permet également d’entraver I'activité proapoptotique

cytoplasmique de p53 en maintenant sa séquestration dans le noyau [25].
1.3) Les mécanismes déclenchant la sénescence

a) Généralités

Replicative Stress-induced senescence: DNA damage-dependent vs. DNA Programmed
senescence damage-independent senescence
[telomere shortening ] Chromatin remodeling, [ Oncogenes and tumour suppressors ]
curcumin,
sodium butyrate,
2? [Irradiation, chemotherapy, ROS, ]
telomere erosion
DNA damage DNA damage program
DNA damage DNA damage DNA damage Rés TGFP PI3K
response response response
(DDR) (DDR) (DDR)
Chk1,Chk2 Chk1,Chk2 Chk1,Chk2 il I
J, l \|, MDM
p53 p53 p53 p53 p53
Cell cycle inhibitors: p21, p16, p27 p21

Figure 3. — Déclencheurs de la sénescence et voies effectrices.

Il existe trois types de sénescence cellulaire : la sénescence réplicative dépendante du
raccourcissement des télomeéres, la sénescence programmée se produisant pendant le
développement et la sénescence prématurée induite par les stress. Toutes ces voies convergent
vers |'expression des CDKi menant a un arrét permanent du cycle cellulaire. Par Bielak-Zmijewska

A et al., Mech Ageing Dev., 2018 — Autorisation d’utiliser cette figure obtenue

Dans les cellules normales, il existe 3 grands types de sénescences : la sénescence réplicative, la
sénescence induite par le stress (SPIS) et la sénescence programmée (Figure 3). La sénescence

réplicative ainsi que plupart des sénescences induites par le stress reposent sur I'activation de la
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signalisation de la RDA par des dommages a I’ADN ou par d’autres mécanismes [58,59]. Pour plus
de détails sur l'initiation de la RDA, consulter le chap. 1.1.2.d. Lors d’un stress, la signalisation de
la RDA, en addition a celle d’autres voies indépendantes telles que la voie mTOR ou la voie p14ARF
(p197%F chez les souris), va mener a la phosphorylation et a I’activation de p53, pouvant conduire
soit a I'apoptose de la cellule soit a I'arrét transitoire du cycle grace a sa cible transcriptionnelle
p21. L'expression de p1l6, CDKi et biomarqueur majeur de la sénescence, est plus complexe et
peut étre stimulée par divers acteurs connectées a la RDA ou indépendants de cette derniere,

comme la MAP kinase p38 ou certains complexes de régulation épigénétique [60,61] (Figure 3).

b) La sénescence réplicative
La sénescence réplicative est le mécanisme sous-jacent de la limite de Hayflick, selon laquelle les
cellules en culture ne peuvent se diviser qu’'un nombre limité de fois. Elle est causée par le
raccourcissement des télomeres lors de chaque réplication cellulaire [2,62]. Les téloméres sont
des éléments d'ADN répétitifs situés a I'extrémité des chromosomes linéaires et associés a des
complexes protéiques appelés shelterin. La fonction des télomeres est de prévenir I'exposition
des extrémités chromosomique a la machinerie cellulaire de réparation, de dégradation et de
recombinaison de I'ADN. En raison de l'incapacité intrinseque des cellules a répliquer les
extrémités des molécules linéaires, les téloméres deviennent progressivement plus courts a
chaque cycle de division cellulaire [3]. Lorsque ceux-ci atteignent une taille critique, le complexe
shelterin se détache des répétitions d’ADN, ce qui provoque I'exposition d’ADN « nu » au milieu
extérieur. Cet ADN est reconnu par les capteurs de la RDA ce qui déclenche I'apoptose p53-
dépendante de la cellule concernée ou sa sénescence dépendante de p53, de p21 et de pl6
[4,5,31] (Figure 3). L'expression ectopique de la télomérase, complexe enzymatique capable de
rallonger les téloméres, est suffisante pour immortaliser les fibroblastes humains, ce qui
démontre que le raccourcissement des téloméres est un facteur critique causal de la sénescence

réplicative [63].

c) Lasénescence prématurée induite par un stress (SPIS)
Alors que la sénescence réplicative se déclenche aprés des semaines, voire des mois de culture,

la sénescence prématurée induite par le stress (SPIS) est un processus rapide observé en quelques
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jours. Le premier lien entre la SPIS et les dommages a I’ADN a été fait en 1994, lors du traitement
de divers cellules humaines saines ou tumorale par irradiation [7]. Cette induction de la SPIS et
généralisable a la grande majorité des agents induisant des dommages a I'ADN, dont les
chimiothérapies [59] (Figure 3). Les especes réactives de I'oxygene, qu’elles soient produites de
maniére endogéne par les mitochondries ou apportées artificiellement, sont également
d’importants inducteurs de dommages a I'ADN, capable d’induire la SPIS via la RDA et/ou la MAP

kinase p38 [58,64-66].

La SPIS peut étre déclenchée lors de l'activation d'un oncogéne, auquel cas elle est appelée
sénescence induite par les oncogénes (SI0). La premiere caractérisation expérimentale de la SIO
a eu lieu en 1997, lors d’'une expérience de surexpression de I'oncogéne HRAS®'?V dans des
fibroblastes humains [6]. Bien qu’HRAS®!?V soit impliqué dans de nombreux cancers, sa
surexpression a mené a un arrét prolifératif définitif des cellules étudiées. Plus tard, il a été
découvert ce phénomeéne était di a une hyper-prolifération en phase S causant des dommages a
I’ADN et activant la RDA [9,67]. La surexpression de HRAS®'?V s'accompagne d'une régulation
positive de p19”*F, p53, pRb et p16'N*43, dont I'invalidation provoque I'évasion de la sénescence
cellulaire induite [27] (Figure 3). La SIO peut également étre induite par l'activation d'autres
oncogenes tels que BRAF, AKT, E2F1 ou la cycline E [68,69]. Certains stress peuvent également
induire la sénescence indépendamment des dommages a ’ADN et de la RDA. Par exemple, la
sénescence induite par la perte du suppresseur de tumeur PTEN est caractérisée par une
activation de p53 indépendante de la RDA mais dépendante de la voie mTOR et de la voie ARF,
ainsi que par une induction de p16 via Ets2 [27]. La sénescence induite par la perte de VHL, un
autre suppresseur de tumeur, est indépendante de p53 mais dépendante de p27, dont la
régulation positive résulte de la régulation négative de Skp2, la E3-ligase dégradant p27 [70]
(Figure 3). Le sodium butyrate, inhibiteur des histones désacétylases produit naturellement dans
les intestins, est capable d’induire une sénescence associée a un PSAS et a une signalisation de la

RDA sans dommages a I’ADN [59,71,72] (Figure 3).

d) Lasénescence développementale programmée
La sénescence impliquée dans I'embryogénese est appelée sénescence développementale

programmée, car il s’agit d’un processus limité a des régions et a des structures particulieres
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suivant un cours temporel spécifique. Chez la souris et le poussin, cette sénescence est
caractérisée par une augmentation de I'activité SA B-gal, la sécrétion d’'un PSAS mais également
par une indépendance aux dommages a I'ADN, a p53 et a p16. De maniére intéressante, cette
sénescence est paradoxalement dépendante de p21, alors induite par les voies TGF-B / SMAD et
PI3K/FOXO [19,20,73] (Figure 3). De plus, une proportion de ces cellules sont capable de ré-entrer
dans le cycle cellulaire lors des phases tardive du développement et sont retrouvée au sein de
tissus viables aprés la naissance, suggérant que la sénescence programmeée lors du

développement est réversible [21].

Contrairement a la sénescence développementale programmée dans |I'embryon, la sénescence
placentaire, impliquée dans la formation du syncytiotrophoblaste, est induite par une activation
coordonnée des voies de régulation p53/p21 et p16/pRb. Cependant, la dépendance de cette

sénescence a la RDA et/ou aux dommages a I’ADN n’a pas encore été clairement établie [22,74,75].

1.4) Importance physiologique et physiopathologique de la sénescence

cellulaire

a) La sénescence : une barriére a la transformation néoplasique également impliquée
dans de multiples processus physiologiques et physiopathologiques

Etant caractérisée par un arrét prolifératif durable pouvant étre déclenché par le stress
génotoxique, le raccourcissement des télomeres, la perte de suppresseurs de tumeurs et
I'activation d’oncogenes, la sénescence est principalement considérée comme une barriére
essentielle a la transformation. L'immortalisation par la régulation a la hausse ou la réactivation
de la télomérase est, par exemple, une caractéristique présente dans plus de 90 % des cancers
[62]. Egalement, chez I'hnomme, les naevus sont des lésions cutanées bénignes souvent porteuses
de mutations oncogéniques qui évoluent rarement vers le mélanome en raison de la sénescence
induite par B-Raf [12]. Le contournement de la sénescence cellulaire est donc une étape
importante et de l'initiation tumorale et de la transformation cellulaire, qui se caractérise par
I"acquisition de diverses mutations altérant les acteurs clés de l'initiation et du maintien de la

sénescence, comme p53, p16 ou Rb [76,77].

33



En addition a ce role antitumoral essentiel, la sénescence est également importante pour le

développement embryonnaire et placentaire ainsi que pour la cicatrisation (voir chap. 1.1.3.d).

En revanche, une accumulation/persistance des cellules sénescentes dans les tissus des

organismes agés peut contribuer au développement de maladies liées au vieillissement dont le

cancer [12] (Figure 4).
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b) Implication dans la cicatrisation
La sénescence fait partie intégrante du processus de réparation tissulaire, ou elle assure le
controdle de la plasticité et du caractére souche des cellules [78], de la déposition fibrotique [17,18]
et de la fermeture des plaies [78]. Par exemple, lors d’une Iésion, les cellules stellaires hépatiques
ou les myofibroblastes cutanés proliférent et produisent la matrice extracellulaire nécessaire a la
formation de la cicatrice fibrotique. Chez les souris normales, ces cellules finissent par devenir
sénescentes, ce qui les mene a dégrader la matrice extracellulaire via leur PSAS jusqu’a leur
élimination par les cellules immunitaires. Chez les souris dépourvues des principaux régulateurs
de la sénescence, ces cellules continuent de proliférer et induisent une fibrose excessive [16,17]. Il
a également été montré que les fibroblastes et les cellules endothéliales sénescentes
apparaissaient tres tét en réponse a une blessure cutanée pour promouvoir sa fermeture en
induisant la différenciation en myofibroblastes par la sécrétion de PDGF-AA. L’élimination de ces
cellules provoque l'altération de la fermeture optimale de la blessure, sauf lors de I'application

topique de PDGF-AA en sauvetage [18].

c) Implication dans les pathologies liées au vieillissement
Le vieillissement est un processus complexe entrainant une altération progressive de la fonction
et du potentiel régénératif des tissus d’un organisme [73]. L'expression de p16, marqueur majeur
de la sénescence, augmente chez I’humain en fonction de I’age dans les reins, la peau, le pancréas,
le tissu adipeux ou les cellules T périphériques [79-84] ainsi que dans divers tissus de rongeurs, ol
une corrélation avec I'activité SA B-gal est également observée [85]. Dans cette derniere étude,
une baisse de I'expression de p16 fut également observée lors de la restriction calorique, un
traitement déja décrit comme augmentant I'espérance de vie [86]. Le premier lien causal entre la
sénescence et le vieillissement s’est fait en 2011, a I'aide d’un modéle de souris progeroides - au
vieillissement accéléré - dans lesquelles les cellules pl16-positives pouvaient étre visualisées et
éliminées [14]. Dans cette étude, |'élimination des cellules p16-positives retarda I'apparition des
maladies liées a I’dge dans le tissu adipeux, le muscle squelettique et I'eeil. La réalisation d’'une
expérience similaire 5 ans plus tard chez des souris naturellement agées valida définitivement
I'expérience en démontrant un ralentissement de la tumorigénese et de la détérioration des

fonctions rénales, cardiaques et adipeuses ainsi qu’'une augmentation de 30% de I'espérance de
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vie en santé [15]. L'utilisation de la méme construction a permis a d’autres études de lier la
sénescence a d’autres pathologies liées au vieillissement comme les maladie cognitives tau-
dépendantes, la perte osseuse, les dysfonctions métaboliques, la fibrose pulmonaire idiopathique

ou la stéatose hépatique [81,87-90].

L'inflammation chronique de faible niveau ou « inflammaging » est a I'origine de nombreuses
pathologies liées a I'age. De nombreux facteurs solubles de lI'inflammaging sont également
retrouvés dans le PSAS des cellules sénescentes, et I'élimination de ces cellules réduit les niveaux
de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6, I'lL-1a et le TNF-a dans la graisse, les reins et les
muscles squelettiques des souris agées. Cependant, faute de preuves directes, I'impact du PSAS

en lui-méme dans les maladies liées a I'age est encore mal déterminée [27,91].

d) Les sénolytiques
La prévalence des maladies chroniques liées au vieillissement augmente continuellement. Les
récents liens établis entre le vieillissement et la sénescence cellulaire ont donc suscité un intérét
croissant des laboratoires du secteur biotechnologique et pharmaceutique pour l'identification
de molécules capables d’éliminer sélectivement les cellules sénescentes, appelées sénolytiques
[73] (Laboratoires Calico financés par Google ou Unity Biotechnology cofondé par Judith Campisi
et Jan Van Deursen). Une avancée majeure dans ce domaine est la découverte en 2016 de
I'activité sénolytique in vivo de I’ABT263, inhibiteur des antiapoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL (voir
chap. 1.4.1). L'administration orale d'ABT263 permet I’élimination des cellules souches
hématopoiétiques et musculaires sénescentes de souris sub-létalement irradiées ou
naturellement agées [24] ainsi que I'atténuation de I'ostéoarthrite post-traumatique dans des
modeles murins spécifiques [92]. D’autres inhibiteurs des antiapoptotiques de la famille des Bcl-2
ont été identifiés pour leur activité sénolytique : ’ABT737 inhibant Bcl-2, Bcl-W et de Bcl-xL et
induisant I’élimination des cellules sénescentes des tissus pulmonaires et cutanées murins ainsi
que I’A1155463 et I’A1331852, inhibiteurs de Bcl-xL uniquement, prévenant les neutropénies
liées a I'inhibition de Bcl-2 [47,73]. Outre les inhibiteurs des antiapoptotiques de la famille des Bcl-
2, de plus en plus de composés sont identifiés pour leur activité sénolytique. Des plateformes de
criblage a grande échelle ont permis la découverte d’autres sénolytiques, comme un inhibiteur

de la chaperonne HSP90 capable d’augmenter I'espérance de vie en santé de souris progeroides
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[93] ou un inhibiteur d’ATM, capable d’améliorer la cicatrisation des souris naturellement agées
[94]. D’autres composés naturels aux cibles moléculaires plus ou moins connues comme la
quercétine, le piperlongumine ou la fisétine ont également été caractérisés comme ayant une
activité sénolytique [73]. Le peptide FOXO4-DRI, congu pour perturber I'interaction FOXO4-p53
spécifique aux cellules sénescentes et ainsi provoquer leur apoptose, permet de contrer la toxicité
hépatique et générale induite par la doxorubicine ainsi que de restaurer la forme physique, la
fonction rénale, la densité pilleuse et la sécrétion de testostérone des souris naturellement agées

[25,95].

e) Influence du PSAS sur la progression tumorale : généralités
Dépendamment du contexte, les cellules sénescentes peuvent positivement ou négativement
impacter la progression tumorale via leur PSAS, et ceci de maniére autocrine ou paracrine [96]
(Figure 4). Par exemple, le PSAS peut participer au recrutement de cellules immunitaires comme
les neutrophiles ou les macrophages a proximité des cellules sénescentes pour initier leur
élimination. Certains facteurs comme I'lGFBP-7, I'lL-6 ou I'IL-8 peuvent également induire ou
renforcer la sénescence de maniere paracrine. En revanche, le PSAS peut également promouvoir
la progression tumorale en favorisant I'angiogenése, la transition épithélio-mésenchymateuse ou
la chimiorésistance (Figure 4) [12]. Bien que le PSAS soit relativement conservé chez les
mammiferes et que certains facteurs du PSAS soient observés de maniére récurrente, sa
composition spécifique dépend fortement du type cellulaire impliqué, du stimulus induisant la

sénescence et de la diversité des voies moléculaires impliquées dans sa régulation.

Le role de la sénescence et du PSAS dans le cancer de la prostate est abordée en détail chap. 1.5.

2) Le cancer de la prostate : du diagnostic au traitement

2.1) Généralités
La prostate, mesurant environ 3 centimeétres de long, de large et de haut et pesant environ 30 a
50 grammes, est une glande dont la fonction est de produire environ un tiers du liquide séminal

du corps humain. Elle est située dans le bassin, a la base du pénis, entre la vessie et le rectum [97].
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Représentant 20% des diagnostiques de cancer en 2019, le cancer de la prostate (CP) est le cancer
le plus diagnostiqué chez les hommes au Canada. Bien que la mortalité de ce cancer soit faible et
qgue la survie nette des patients aprés 5 ans ait été estimée a 93% entre 2012 et 2015, le CP
représente 9% des décés par cancer en 2019, ce qui en fait le 3°™¢ cancer le plus meurtrier au
Canada apres les cancers colorectaux et du poumon (Statistiques canadiennes sur le cancer 2019).
La majorité des patients du CP sont initialement diagnostiqué d’'une maladie localisée (80%) ou
loco-régionale (12%). Bien que les maladies métastatiques au moment du diagnostic soient rares,

celles-ci représentent un tiers des déces liés au CP [98].

2.2) Du cancer localisé hormonosensible au cancer métastatique

hormonorésistant

Espérance de vie Espérance de vie
= 4,5 ans =2,5ans

+ Abiratérone

* Radiothérapie

* Thérapie de Privation
Androgénique (TPA)

* Cytotoxiques

Espérance de vie

al0ans=90% = 3 ans aprés
reprise de la TPA
lors d’une rechute|
(20-30% des cas)

* Radiothérapie * Radiothérapie + Abiratérone
* Thérapie de Privation * Thérapie de Privation + Apa-/Daro-/Enzalutamide
Androgénique (TPA) Androgénique (TPA) « Cytotoxiques
* Prostatectomie radicale » Apa-/Daro-/Enzalutamide + Essais cliniques :
(anti-androgénes) Inhibiteurs des PARPs
(PARPi)
.: Cancer de la prostate sensible a la castration + Soins palliatifs
: Cancer de |a prostate résistant a la castration (radiothérapie, etc)

Figure 5. — Développement clinique du cancer de la prostate et traitements associés.

La croissance des tumeurs de la prostate est tres souvent dépendante de la testostérone (T) et
de la dihydrotestostérone, principales hormones androgénes chez ’lhomme. En conséquence, les
traitements par privation androgénique (TPA), visant a supprimer les androgeénes circulants, font

partie des traitements de premiere ligne du CP localisé a haut risque et du CP métastatique
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sensible a la castration [99-101] (Figure 5). Il s’agit également des traitements standards utilisés
chez les 20 a 30% de patients pour lesquels les traitements primaires, visant I’élimination totale
du cancer, n‘ont pas mené a une stabilisation durable de la maladie [102,103]. Bien que le TPA
présente un avantage en termes de survie, la suppression a long terme de la T provoque souvent
I’émergence de populations cellulaires résistantes capables de croitre sans production testiculaire
de T. Ces cancers de la prostate résistants a la castration (CPRC), par opposition aux cancers de la
prostate sensibles a la castration (CPSC), sont définis par leur progression biochimique et / ou
clinique malgré des niveaux de testostérone dits « castrés » et émergent 2 a 3 ans apres initiation
de la TPA [104-106] (Figure 5). Ce phénomene peut étre médié par la réactivation de la signalisation
du RA par la production d'androgénes surrénalienne ou tumorale, I'amplification ou la
surexpression du géne du RA, I'expression de variants d'épissage du RA constitutivement actifs,
I'acquisition de mutations gains de fonctions impliquant le domaine de liaison ligand-RA ou la
reprogrammation vers le lignage neuroendocrinien a croissance indépendante du RA [107,108]. Le
CPRC métastatique (CPRCm) est le stade final de I’évolution du CPRC et survient généralement 3
ans apres I'acquisition de la résistance a la castration [106,109]. Alors que I'espérance de vie d’un
patient du CP localisé a haut risque est d’environ 90 % a 10 ans [110,111], celle d’un patient du

CPRCm est d’environ 2,5 ans [104,112] (Figure 5).
2.3) Diagnostic et stratification des risques

a) Le toucher rectal et I'antigene prostatique spécifique
Le CP apparait fréqguemment dans la zone périphérique, partie de la prostate qui peut étre palpée
lors d’un diagnostic par toucher rectal [97]. La pratique du toucher rectal est recommandée dans
de nombreux pays, paralléelement a I’évaluation des taux d’antigénes prostatiques spécifiques
(APS), pour faciliter la prise de décision concernant |'orientation vers des tests de diagnostic.
Ceux-ci consistent généralement en une biopsie transrectale ou transpérinéale, au cours de
laguelle un certain nombre d'échantillons sont prélevés et envoyés pour examen histologique

[113].
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b) Le grade du cancer de la prostate
Le systeme de Gleason sert a déterminer le grade des cancers de la prostate selon des criteres
histologiques a partir de tissus prostatiques prélevés [114]. Dans un premier temps, le pathologiste
détermine la cote de Gleason. Dans une biopsie, celle-ci résulte de la somme du grade le plus
couramment observé et de celui le plus élevé. Ces grades varient de 1 a 5, avec 1 représentant
un aspect glandulaire normal et 5, ou il ne reste aucune architecture glandulaire et ot il n'y a que
des feuillets de cellules cancéreuses anormales. L’addition des deux grades résulte en une cote
de Gleason variant de 2 a 10. Lorsqu’elle est déterminée a partir d’une prostate entiére, et non
d’une biopsie, la cote de Gleason est la somme des 2 grades les plus couramment observés [114].
Depuis 2016, les cotes de Gleason calculées sont ensuite utilisées pour déterminer le groupe de

grade (GG) du patient, indicateur final de I'agressivité du cancer variantde 1 a 5 [114] :

e GG 1:Cote de Gleason inférieure ou égale a 6.

e GG2:CotedeGleasonde3+4=7

e GG 3: Cote de Gleason de 4 + 3 =7, au moins bon pronostique que le GG 2.

e GG 4 : Toutes les combinaisons possibles menant a une cote de Gleason de 8.

e GG 5 : Cote de Gleason supérieure ou égale a 9.

f) Le stade du cancer de la prostate : classification TNM
La stadification du CP est un indicateur de I'étendu du CP se basant sur des techniques de
tomodensitométrie, d'IRM, de scintigraphie osseuse ou de tomographie par émission de positons
pour déceler toute propagation du cancer dans I'abdomen, le systéme squelettique, le bassin ou
les ganglions lymphatiques. La réalisation de ces examens chez le patient permet ensuite d’établir
la classification TNM du cancer (tumeur, noeud(s) lymphatique(s) et métastase(s)) [97]. De

maniére simplifiée :

e T varie del a4. Un numéro plus élevé signifie que la tumeur occupe une plus grande
proportion de la prostate ou de la zone loco-régionale. Chaque passage a un numéro T
supérieur est conditionné par le passage de sous-catégories désignées par des lettres (ex :

T1a, T2b, etc.).
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e N décrit I'étendue du cancer aux nceuds lymphatiques situés pres de la prostate. NO
signifie que le cancer ne s’est étendu a aucun noeud et N1 signifie que c’est le cas.
e M décrit le caractere métastatique du cancer. MO signifie que le cancer n’a pas fait de

métastases et M1 signifie que le cancer en a fait.

g) Cancer localisé : stratification des risques et choix thérapeutique
Sur la base de résultats provenant d’autopsies, il a été montré que plus d'un tiers des hommes
caucasiens et la moitié des hommes afro-américains agés de 70 a 79 ans présentent un cancer de
la prostate a bas risque non-diagnostiqué n’ayant pas posé de probleme de leur vivant. Pour
éviter des traitements lourds et inutiles, il est donc important de stratifier adéquatement les
risques que représentent chaque CP [115]. Différents systemes de stratifications des risques ont
été adoptées par diverses associations comme I'American Urological Association (AUA), le
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) et les Genitourinary Radiation Oncologists of
Canada (GUROC). Toutes sont étroitement liées a la classification d’Amico parue en 1998 [116,117]

(Tableau 1).

Table 1. Organizational pre-treatment prostate cancer risk stratification systems
Institution/organization Low risk Intermediate risk High risk

Harvard (D'Amico)"
AUA= T1-T2a and GS <6 and PSA <10 T2bandfor GE = amdfor ) - pup 250 0r GES-18
PSA >10-20 not low-risk

EAU*
GUROC** T1-T2 and/or Gleason <7
NICE®' T1-T2a and GS =6 and PSA <10 e e e =T3a or PSA >20 or GS 8-10
CAPSURE*# T1-T2a and GS =6 and PSA <10 T2b andlor GS =7 andlor 5  pSA 520 or GS 810
PSA >10-20 not low-risk
T1-T2a and GS 2-6 and F'SIA =10 not vgry low-risk T2b or T2¢ andjor GS <7 T3a or PSA >2q or QS 8-10
NCCN® AND wvery-low risk category: and/or PSA >10-20 not very high risk
T1c and GS =6 and PSA <10 and Fewer than 3 not low-risk AND wvery high-risk category:
biopsy cores positive and =50% cancer in each core T3b-4
ESMO= T1-T2a and GS <6 and PSA <10 Not high riskand notlow 3 4 psa 520 or GS 810

risk (the remainder)
AUA: American Urological Association; EAU: EAU = European Association of Urology; GUROC: Genitourinary Radiation Oncologists of Canada; NICE: National Institute for Health and Clinical
Excellence; CAPSURE: Cancer of the Prostate Strategic Urologic Research Endeavour; NCCN: National Comprehensive Cancer Network; ESMO: European Association of Urology; T: T stage; GS:
Gleason score; PSA: prostate-specific antigen; *Use of the 1997 TNM staging system (T2a one lobe involvement, T2b two lobes involvemnent, no T2c category).

Tableau 1. — Systémes de stratification des risques pré-traitement.

Par Rodrigues G et al., Can Urol Assoc J., 2012 — Autorisation d’utiliser cette figure obtenue.

Le calcul de I'espérance de vie ajustée aux comorbidités permet ensuite au médecin de proposer

des traitements bénéfiques et adaptés au patient [118] (voir chap. 1.3)
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2.4) Les différents modeles in vitro

Des lignées tumorales extraites de tumeurs de patients atteints de CP sont utilisées par les
laboratoires de recherche comme modeles in vitro de la maladie. Parmi ces lignées, les LNCaP
métastatiques hormonosensibles ainsi que les PC-3 et les DU-145 métastatiques
hormonorésistantes sont considérées comme la triade de référence pour la recherche contre le
cancer de la prostate depuis leur caractérisation dans les années 80 [119]. Des cellules normales
épithéliales comme les PrEC et d’autres lignées telles que les 22Rvl métastatiques
hormonorésistantes et les CWR22 issues d’un cancer localisé ont depuis été isolées et sont

couramment utilisées [11,120,121].

a) Les LNCaP
Les cellules LNCaP, étant a |'origine de nombreuses autres lignées cellulaires dérivées comme les
C4-2B ou les C4-2, ont été isolées a partir d'un adénocarcinome prostatique métastatique humain
trouvé dans un ganglion lymphatique. La lignée originale répond aux androgenes et exprime I’APS
et le RA, pour lequel la séquence codante contient une mutation T877A lui conférant une affinité
de liaison a de nombreux composés stéroidiens [120]. Cette lignée cellulaire est sauvage pour p53,
a un temps de doublement en culture d’environ 60 a 72 heures et est fortement aneuploide : son

caryotype va de 33 a 91 chromosomes [120].

b) Les PC-3
Cette lignée isolée a partir d'une tumeur métastatique de la prostate est similaire aux DU-145 :
elle est insensible aux androgenes et ne produit pas d'ARNm ni de protéines du RA ou d’APS [120].
La lignée des PC-3 présente un nombre modal de 58 chromosomes et une haute agressivité, avec
un temps de doublement en culture d’environ 33 heures, ce qui est =2 fois moins que les LNCaP
[120]. Les PC-3 sont considérées comme p53-déficientes car elles ne possédent qu’un seul alléle
du gene qui, de plus, produit une protéine aberrante du fait d’un décalage de phase entrainant

un codon stop prématuré [122,123].
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3) Le traitement du cancer de la prostate

L'ensemble des directives cliniques recommandent I'ablation de la prostate ou la radiothérapie
combinées ou non aux TPA comme principales options de traitement primaire des CP localisés
candidats a un traitement local agressif [100]. Les TPA sont également des traitements standards
utilisés chez les 20 a 30% de patients présentant une maladie récurrente a la suite des traitements
primaires [101-103]. Dans ce sous-chapitre, nous aborderons également les différentes
chimiothérapies conventionnelles et émergentes utilisées pour le traitement des CP avancés. Les
différents traitements chirurgicaux, dont I'explication est dispensable a la compréhension du

mémoire, ne seront pas développés.
3.1) Les hormonothérapies

a) Les traitements par privation androgénique (TPA)
La forme originale de TPA qui reste d’usage dans le monde entier est I'orchiectomie bilatérale,
technique chirurgicale d’ablation testiculaire mais, bien que celle-ci soit efficace et peu couteuse,

elle reste traumatisante psychologiquement et irréversible [99].

Les agonistes et antagonistes de la LHRH, communément couplés a la radiothérapie pour le
traitement primaire des adénocarcinome localisés, font également partie des premiéres
thérapies développées pour réduire les niveaux de T a un niveau castré. Dans le corps humain, la
production de testostérone est initiée par I'hypothalamus qui, par des libérations pulsatiles de
LHRH, provoque la libération systémique de LH par I’"hypophyse antérieure. Lorsque la LH atteint
les testicules, celle-ci stimule la production de T. Alors que les agonistes de la LHRH assurent la
suppression de la T via un mécanisme de rétrocontrole négatif déclenchée par une poussée
initiale de LH et de T, les antagonistes de la LHRH assurent la suppression de la T via une inhibition
directe de la production de LH [99,124]. L'acétate d'abiratérone, indiqué dans le CPRCm ou il est
souvent administré en combinaison avec la prednisone et avec une ADT continue, est un
inhibiteur d’une enzyme cruciale de la voie de biosynthése des androgénes. Son utilisation
permet de réduire la production d'androgénes provenant de toutes les sources, y compris des

testicules, des glandes surrénales et des cellules du CP [125].
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b) Les anti-androgenes (AA)
La voie de signalisation du RA peut étre directement inhibée par des anti-androgénes (AA),
antagonistes compétitif avec la liaison des androgénes au RA. Ceux-ci comprennent les AA de
premiere génération comme le bicalutamide ou le flutamide et les AA de seconde génération
enzalutamide, apalutamide et darolutamide, dont I'importance en clinique croit de plus en plus

au fil des années [125,126].

En effet, I'enzalutamide a été approuvé en 2012 par la FDA pour les patients atteints de CPRCm
déja traités par chimiothérapie puis en 2014 pour les patients atteints de CPRCm naifs a la
chimiothérapie [127,128]. Enfin, a la suite de résultats cliniques montrant une amélioration de 2
ans de la survie médiane sans métastases des patients, I'enzalutamide est approuvé en 2018 pour

le traitement des CPRC non-métastatiques [109,129].

3.2) Laradiothérapie
Le rayonnement ionisant est un agent physique hautement chargé en énergie induisant la
formation d’ions dans la matiere qu’il traverse. Dans une cellule, I'absorption de cette énergie
provoque, entre autres, des dommages a ’ADN menant au déclenchement de la RDA. Cette RDA,
en addition a d’autres signalisation cellulaire, va entrainer I'arrét du cycle transitoire, définitif
(sénescence) ou l'apoptose de la cellule concernée, dépendamment de la quantité initiale de
radiations, exprimée en Gy [130]. 1 Gy de radiations provoque environ 35 CDB dans I’ADN d’une
cellule [42]. Les rayonnements ionisants, y compris les rayons X, les rayons y et les particules B,
sont aujourd’hui exploités dans de nombreux cancers [130]. Dans le CP localisé, les radiothérapies
utilisées en traitements primaires sont la radiothérapie externe ainsi que la curiethérapie, qui est
plus précise et souvent utilisée pour renforcer la dose regue par la prostate apres radiothérapie
externe. Bien que ces deux techniques permettent une survie a long terme comparable
lorsqu’elles sont employées seules [131], une étude datant de 2018 a montré que la combinaison
de la radiothérapie externe a la curiethérapie permettait de diviser par 4 la mortalité spécifique
du CP a 5 ans et par 3 l'incidence des métastases distantes a 5 ans, en comparaison a la
radiothérapie externe seule [132]. Les radio-isotopes tels que le samarium-153 ou le strontium-89

sont également souvent utilisé comme traitement palliatif systémique, en particulier chez les
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hommes présentant des métastases osseuses [133]. Récemment, le radium-223, une autre option
de traitement dirigé vers I'os, a également montré une amélioration de la survie globale chez les

patients atteints de CPRCm [134].

3.3) Les chimiothérapies cytotoxiques
Les 3 seules chimiothérapies cytotoxiques approuvées actuellement dans le traitement du CP
sont le docétaxel, le cabazitaxel et le mitoxantrone [112,133]. Le docétaxel, utilisé comme
chimiothérapie initiale dans le traitement du CPRCm et le cabazitaxel, utilisé comme
chimiothérapie secondaire, sont deux agents ciblant les microtubules en altérant leur
polymérisation [133]. Ceux-ci induisent une perturbation de la mitose des cellules en prolifération,
conduisant au déclenchement du processus de catastrophe mitotique et a une apoptose ou a une
sénescence subséquente [135,136] (voir chap. 1.4.2). Il a été montré qu’une formation de foyers y-
H2AX dépendante de la réplication était impliquée dans I'apoptose induite par le docétaxel dans
des lignées de cancer du poumon [137], ce qui correle avec I'implication connue des CDB et de la
RDA dans I'apoptose induite par la catastrophe mitotique [138,139]. L'inhibition des microtubules
perturbe également le transport nucléaire des protéines de réparation de I’ADN, ce qui permet
d’augmenter la toxicité des traitements aux inducteurs de dommages a I’ADN dont l'irradiation
lors de traitements combinées [140]. En 2019, des résultats cliniques de phase I-ll ont d’ailleurs
montré une amélioration de la survie sans progression des patients atteints de CPRCm traités par
cabazitaxel plus carboplatine, un inducteur de dommages a I’ADN [141], par rapport au patients
traités par cabazitaxel seul [142]. Le mitoxantrone, inhibiteur de I’ADN topoisomérase Il, est
également un inducteur de dommages a I'ADN indiqué dans le traitement des CPRC
métastatiques, bien que son usage soit en déclin du fait qu’il n"apporte pas d’amélioration de la

survie globale des patients [133,143].

3.4) L'immunothérapie
L'immunothérapie vise a augmenter la réponse du systeme immunitaire contre les cancers en
progression. Le Sipuleucel-T est un vaccin autologue a cellules dendritiques approuvé par la FDA
pour le traitement des CPRCm, qui agit en augmentant la réponse anti tumorale des cellules T.

Bien qu’ayant produit une amélioration significative de la survie générale par rapport a un
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placebo, I'adoption a grande échelle de ce traitement a été entravée par son processus de
fabrication co(teux, sa fenétre thérapeutique limitée et par les faibles bénéfices cliniques
apportés. Bien qu’il existe encore des preuves précliniques et cliniques encourageantes en faveur
de I'immunothérapie du CP dans certains contextes, son développement est pour I'instant limité
par les résultats cliniques décevants des nouvelles approches de vaccination et d’inhibition des

points de controles immunitaires [112,133,144].

3.5) Les inhibiteurs des PARPs : une chimiothérapie émergente

Les enzymes PARP1 et PARP2 sont des capteurs de dommages a I'ADN et des transductrices de
signal se liant aux cassures simple brin (CSB) de I'ADN pour synthétiser des chaines de polyADP-
ribose (PAR) sur des protéines cibles (PARylation) autour de la cassure ainsi que sur elles-méme
(autoPARylation). Cette PARylation va enclencher le processus de réparation de I'ADN simple-brin
en modifiant la structure de la chromatine et en y localisant les différents effecteurs. La |étalité
synthétique des inhibiteurs des PARPs (PARPi) dans les cellules cancéreuses déficientes en
protéines BRCA 1/2 a été initialement interprétée comme un processus en deux étapes : (a)
I'inhibition des PARPs provoque I'accumulation de CSB endogénes et (b) les CSB non-réparées
sont convertis par les fourches de réplications en CDB nécessitant les protéines BRCA 1/2 pour
leur réparation par recombinaison homologue (RH) durant la phase S [145-147]. Il est désormais
admis que I'effondrement des fourches de réplication et la formation de CDB menant a la mort
des cellules BRCA 1/2 déficientes est majoritairement due a la formation de complexes ADN-
PARPs, structures toxiques appelées « piéges » [148,149]° [149]° [150,151]. En effet, bien que
I'olaparib ai une capacité d’inhibition catalytique presque 4 fois supérieure a celle du rucaparib,
sa cytotoxicité dans les cellules BRCA déficientes est équivalente, ce qui correle avec les potentiels
équivalents de « piégeage » de I’ADN des deux molécules. En plus d’étre des inhibiteurs de la
réparation de I’ADN, les PARPi sont donc également des agents induisant des dommages a I’ADN.
D’ailleurs, bien que la déficience en recombinaison homologue joue un réle majeur dans la
sensibilité au PARPi, d’autres voies de réparation des dommages a I’ADN seraient impliquées dans

ce processus [149]7 [149]° [151,152].
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Les altérations des genes de réparation de I'ADN sont courantes dans le cancer métastatique de
la prostate (CPm) : plusieurs études ont estimé que 8 a 12 % des CPm présentent des mutations
BRCA2 et que 20 % a 25 % d’entre eux présentent des altérations dans les génes liésalaRH et a
la RDA [153,154]. Les données préliminaires des essais cliniques de phase Il de monothérapie a
I’Olaparib ont montré des taux de réponse prometteurs chez les patients atteints de CPRCm
mutés sur des genes de la RDA et de la RH dont BRCA1/2 et ayant progressé malgré au moins une
ligne de chimiothérapie a base de taxanes, d'abiratérone ou d'enzalutamide. En 2016, I'Olaparib
a donc obtenu la désignation de « breaktrough therapy » (traitement prometteur) de la FDA pour
le traitement de cancers de la prostate métastatique porteurs de mutations BRCA 1/2 ou d’ATM,
ce qui promet d’accélérer substantiellement sa mise sur le marché. Le Rucaparib, un autre PARPI,

a également recu cette distinction pour des indication similaires fin 2018 [153,154].

4) Les destins cellulaires induits par la thérapie anticancéreuse

J/ ‘ Mort cellulaire
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= __0'

* Agents perturbant la mitose
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4

Catastrophe mitotique

Figure 6. — Destins cellulaires induits par les thérapies anticancéreuses.

Vert : favorise la régression tumorale, rouge : favorise la progression tumorale.
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A la suite du traitement anticancéreux, les cellules peuvent survivre, entrer en sénescence
cellulaire ou mourir via différentes voies [12]. La catastrophe mitotique est une réponse cellulaire
induite a la suite d’échecs ou de défauts mitotiques, dirigeant également les cellules concernées

vers un de ces 3 destins cellulaires majeurs.

4.1) La mort cellulaire

Les cellules de mammiféres exposées a des perturbations irrécupérables du microenvironnement
intracellulaire ou extracellulaire peuvent activer I'une des nombreuses cascades de transduction
de signaux qui conduisent finalement a leur disparition [155]. Ces modes régulés de mort cellulaire
comprennent, par exemple, I'apoptose, la nécroptose, la pyroptose, la NETose ou la mort
cellulaire dépendante de l'autophagie et sont initiés et propagés par des mécanismes
moléculaires interconnectés [155]. lIs sont a distinguer de la mort cellulaire accidentelle, forme
quasi instantanée et incontrélable de mort cellulaire correspondant au désassemblage de la

membrane plasmique causé par des stress physiques, chimiques ou mécaniques extrémes [155].

a) L'apoptose
L’apoptose, processus actif et contrdlé de « suicide cellulaire », peut étre induite via deux voies
distinctes : la voie intrinseque ou mitochondriale, activée par des stress tels que la privation en
cytokines ou les dommages a I'ADN, et la voie extrinseque, induite par I’activation des récepteurs
du facteur de nécrose tumorale (TNFR) portant un « domaine de mort » intracellulaire. Toutes

deux convergent vers la voie des caspases [156].
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Les fleches les plus épaisses indiquent les cibles transcriptionnelles essentielles a |'apoptose

induite par p53. Les fines fleches indiquent les cibles transcriptionnelles pour lesquelles

I"augmentation de I'expression n’est pas indispensable a I'apoptose induite par p53.

Dans la voie intrinseque, régulée par les protéines de la famille Bcl-2, la mort cellulaire est initiée
par la régulation transcriptionnelle et/ou post-transcriptionnelle des pro-apoptotiques de la
famille Bcl-2 (BIM, PUMA, BID, BAD, NOXA...). Ces protéines se lient et inhibent les anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2 comme Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 ou Bcl-W, libérant ainsi les effecteurs
de mort cellulaire BAX et BAK. L'activation de BAX et/ou BAK provoque la perméabilisation de la
membrane externe mitochondriale : le point de non-retour de la signalisation apoptotique
induisant une activation des caspases menant a la formation de I'apoptosome et a la destruction
de la cellule [156] (Figure 7). p53 est un médiateur majeur de I'apoptose des cellules saines et
tumorales ayant lieu a la suite dommages a I’ADN par irradiation ou chimiothérapie [156]. Lors de
I'apoptose p53-dépendante, p53 activée augmente directement la transcription de PUMA et de
NOXA, deux médiateurs essentiels au processus, ainsi que la transcription du pro-apoptotique
BAX et de APAF-1, une protéine d’échafaudage requise pour la formation de I'apoptosome et
I’activation des caspases (Figure 7) [156]. || a également été montré que p53 était capable d’induire
la perméabilisation mitochondriale et I'apoptose en inhibant les anti apoptotiques Bcl-xL et Bcl-2

directement dans le cytosol [25,157].
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b) Distinction des différents modes de mort cellulaire
Chaque type de mort cellulaire peut se manifester par un spectre complet de caractéristiques
morphologiques allant de nécrotique a apoptotique, et par un profil immunomodulateur allant
d'anti-inflammatoire et tolérant a pro-inflammatoire et immunogéne [155]. Le morphotype
apoptotique se caractérise par un rétrécissement cytoplasmique, une condensation de la
chromatine (pycnose), une fragmentation nucléaire (caryorrhexie) et une hémorragie de la
membrane plasmique, culminant vers la formation de petites vésicules (corps apoptotiques) qui
sont absorbées par les cellules voisines a activité phagocytaire et dégradées dans les lysosomes
[155]. Le morphotype nécrotique se caractérise par des corps cellulaires présentant une
dissolution nucléaire et des ruptures aléatoires de la membrane plasmique, qui sont éliminés en

I'absence d'implication phagocytaire et lysosomale [139,155].

In vitro, une caractéristique commune aux stades finaux de toutes les morts cellulaires, dont
I'apoptose lorsque les cellules cultivées ne présentent pas d’activité phagocytaire, est
I'acquisition d'un morphotype nécrotique (nécrose secondaire) caractérisé par une
perméabilisation de la membrane plasmique permettant I'entrée et la sortie des contenus
cellulaires [155,158]. L’utilisation de sondes fluorescentes se liant a I’ADN telles que le Draq7 ou
I'iodide de propidium permet donc, dans un échantillon, la détection et la quantification générale
des cellules mortes et perméable ayant leur ADN exposé [158,159]. La caractérisation approfondie
du mode de mort cellulaire encouru implique la mesure additionnelle de différentes
caractéristiques biochimiques, moléculaires et morphologiques a I'aide de techniques spécifiques

[158].

4.2) La catastrophe mitotique
La catastrophe mitotique (CM), telle que définie en 2012 par le Comité international de la
nomenclature sur la mort cellulaire, est un mécanisme antitumoral intrinseque détectant la
défaillance mitotique d’une cellule pour la diriger vers un destin antiprolifératif irréversible de
mort ou de sénescence [160]. Elle est induite lors de I'entrée en mitose a la suite de dommages a
I’ADN ou apreés traitement par des perturbateurs mitotiques, et se traduit par un arrét en mitose

suivi de différents destins : la mort en cours de mitose ainsi que la mort ou la sénescence durant

50



la phase G1 subséquente [160]. Certaines cellules sont également capables d’échapper a la mort
ou a la sénescence pour retourner dans le cycle cellulaire sous la forme de cellules tétraploides
ou aneuploides. Ces cycles de réplication supplémentaire peuvent conduire a la mort des cellules
par mauvaise ségrégation chromosomique répétée ou a la génération stochastique de cellules
aneuploides viables et tumorigénes [160-163]. La RDA ainsi que p53 jouent un réle prépondérant
dans la décision concernant les destins cellulaire encourus a la suite de la catastrophe mitotique

[139,160,164].

4.3) Lasénescence induite par la thérapie (SIT)
Théoriquement, dans les modeles de progression du cancer en plusieurs étapes, les cellules
cancéreuses ont déja contourné la sénescence cellulaire lors de leur transformation par
I"acquisition de diverses mutations altérant la régulation de suppresseurs de tumeurs clés de la
sénescence comme p53, pl6é ou Rb [76,77]. Cependant, de maniére surprenante, celles-ci
conservent souvent la capacité d'y entrer a la suite du traitement anticancéreux. Cette
sénescence induite par la thérapie (SIT) s'explique par le fait que la sénescence résulte de
multiples voies de signalisation (voir chap. 1.1.3) parfois conservées dans les cellules cancéreuses
pour empécher la progression des cellules endommagées dans le cycle cellulaire [12]. La SIT est
un processus grandement caractérisé et impliquant de nombreux agents anticancéreux tels que
la doxorubicine, le paclitaxel, le temozolomide (TMZ), le cisplatine, la gemcitabine, le
carboplatine, I'olaparib ou le Rituximab, capables d’induire la sénescence des lignées cancéreuses
du sein, du pancréas, du poumon, de I'ovaire ou du lymphome a cellules B [47,165-169]. La SIT dans

le contexte du cancer de la prostate est abordée chap. 1.5.1.

a) SIT et arrét prolifératif associé a la sénescence (APAS)
Il est logique d’imaginer que la réactivation de I'arrét prolifératif associé a la SIT puisse mener a
un arrét durable de la croissance tumorale. Cependant, bien que la sénescence soit induite par
de nombreux traitements anticancéreux, I'échappement des tumeurs a I’APAS est fréquemment
noté. En fonction du contexte, cette reprise de la prolifération peut étre médiée par sélection
clonale ou, au contraire, par un mécanisme impliquant I'ensemble de la population tumorale

concernée [47,170]. Ce phénomene de réversibilité de I’APAS lors de la SIT est cohérant avec la
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plus faible redondance des voies d’établissement et de maintien de la sénescence au sein des
cellules cancéreuses. Il est donc plus pertinent de considérer les phénotypes de la SIT comme des
phénotypes a large spectre, « semblables » a la sénescence, que comme des phénotypes de

sénescence classiques.

b) Les sénolytiques dans le ciblage de la SIT
Les approches « d’enchainement » (one-two punch approach) sont des stratégies thérapeutiques
anticancéreuses visant, dans un premier temps, a déclencher la SIT dans les tumeurs puis, dans
un second temps, a rediriger les cellules tumorales sénescentes vers la mort cellulaire grace a des
sénolytiques. La premiére approche d’enchainement a été décrite en 2009 dans des cellules
humaines de cancer du pancréas devenant sénescentes a la suite du traitement a la gemcitabine.
L’addition de céramide, un sphingolipide proapoptotique, au milieu de culture permettait alors
d’obtenir un taux de mort cellulaire dépassant les 90%. Lorsque les cellules étaient traitées a la
gemcitabine seule, les taux ne dépassaient pas les 70%, méme a des doses trés fortes [171]. Dans
le cancer du poumon, I'induction de sénescence par le cisplatine ou le paclitaxel est associé a une
baisse du taux d’acétylation de I’histone 3 et a une augmentation de I'expression de Bcl-xL. La
combinaison de ce traitement au panobinostat, un inhibiteur des histones désacétylases, inverse
le phénotype et induit synergiguement la mort des cellules tumorales pulmonaire [172]. Une
récente étude de notre équipe a montré que le traitement aux PARPi induisait la sénescence des
lignées cancéreuses du sein et de I'ovaire, mais que celles-ci étaient ensuite capables d’y échapper
pour recommencer a proliférer. Dans le but d’exploiter cette fenétre d’action transitoire, des
inhibiteurs des antiapoptotiques de la famille Bcl-2 ou du piperlongumine furent ajouté au
traitement et permirent d’améliorer considérablement son efficacité in vitro ainsi que dans des

modeles précliniques [47].

Deux approches différentes de criblage a grande échelle ont aussi pu identifier, dans des lignées
issues de plusieurs types de cancers, des cibles moléculaires induisant une sénescence ciblable
par I’ABT263 [173]. En 2019, cette méme équipe a congu une approche d’enchainement entiére a
partir de criblages a grande échelle, par I'identification, dans un premier temps, d’'une molécule

capable d’induire la sénescence des lignées du cancer du foie et, dans un second temps, d’une
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molécule dirigeant spécifiquement ces cellules vers la mort cellulaire, obtenant ainsi des résultats

in vitro et précliniques prometteurs [174].

5) La sénescence cellulaire et le cancer de la prostate

Les suppresseurs de tumeurs Pten et p53 sont parmi les génes les plus souvent inactivés ou mutés
dans le cancer humain, y compris dans le cancer de la prostate. La premiere étude ayant
démontré que la sénescence cellulaire était une barriére de dernier recours a l'initiation tumorale
in vivo a été réalisée en 2007 dans un modele de CP murin. Dans cette étude, alors que
I'inactivation de p53 dans les prostates murines ne produisait pas de phénotype tumoral, celle de
PTEN menait au déclenchement d’une réponse de sénescence suivie de I'émergence d’un CP
invasif non-mortel aprés un temps de latence de 4 a 6 mois. De maniére intéressante, dans la
méme étude, l'inactivation combinée de Pten et de p53 provoquait un CP invasif et mortel chez
la souris 2 semaines aprés la puberté, démontrant ainsi I'importance critique de la sénescence

dans la prévention de l'initiation tumorale [175].

5.1) Lasénescence induite par les traitements du cancer de la prostate

Les traitements aux inhibiteurs des PARPs et a I'irradiation, deux inducteurs de dommages a ’ADN
menant a l'activation de la RDA, induisent la sénescence des lignées du CP LNCaP et PC-3, y
compris dans les xénogreffes murines. Celle-ci se caractérise par une activité SA B-gal augmentée,
un arrét prolifératif en G2/M dépendant de p16 et de p53 et/ou p21, une augmentation du
nombre de foyer de dommages a I’ADN ainsi qu’un PSAS [11,176-179]. Il n’existe pour l'instant
aucune preuve démontrant I'existence de la sénescence induite par les traitements par PARPi ou
par radiothérapie dans les tumeurs humaines, bien qu’une étude ai déja montré que la
radiothérapie augmentait I'expression de p53 et de Bcl-2 dans les tissus prostatiques de patients

[180].

La sénescence peut également étre induite dans diverses lignées du CP dont les PC-3 et les LNCaP,
mais également dans les tissus humains apres traitement par privation androgénique (TPA). Cette
sénescence se caractérise par une activité SA B-gal augmentée, un arrét de croissance dépendant

de p16 et de p27XPL, une surexpression de I'antiapoptotique Mcl-1 et une sécrétion d’IL-8, de
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cathepsin B et d’IGFBP3. Etonnamment, cette sénescence semble indépendante de la voie
p53/p21 malgré la présence de foyers yH2AX et 53BP1 [28,57,181-183]. L’Enzalutamide, anti-
androgene a lI'importance croissante en clinique (voir chap. 1.3.1.b), a également été décrit
comme induisant la sénescence des cellules du CP [184-186]. De maniéere similaire aux LNCaP
traitées par privation androgénique, les LNCaP traitées a I'’enzalutamide présentent un arrét de
croissance en G1 et une activité SA B-gal accrue. Cependant, elles ne présentent pas
d’augmentation du nombre de foyers de dommages a I’ADN et leur profil d’expression des génes

liés aux CDKi et au PSAS reste a déterminer.

Des études ont paradoxalement démontré que l'administration d’androgéenes a des taux
supraphysiologiques pouvait également induire la sénescence des LNCaP, des PC-3 exprimant le
RA et des tissus primaires humains traités ex vivo, ainsi qu’une inhibition de la croissance
tumorale dans des modeles précliniques. Bien qu’induisant des dommages a I’ADN, ce traitement
induit une sénescence qui semble dépendante des voies p16/Rb, p21 et Skp2/p27, mais pas de la
RDA ni de p53 [186-190]. Une récente étude a d’ailleurs montré que ces cellules présentaient une
sensibilité au sénolytique Ganetespib, inhibiteur de la chaperonne HSP90 [186]. L’injection
intermittente ou continue de T a des doses supraphysiologiques a par ailleurs montré des taux de

réponse prometteurs dans des essais cliniques menés chez des patients du CP [191].

D’autres traitements anticancéreux comme la doxorubicine, le mitoxantrone et le docetaxel sont
connus pour induire la sénescence des cellules du CP dans des lignées ainsi que des tissus

prostatiques humains et murins [11,192-194].

5.2) Influence de la sénescence dans la progression du cancer de la

prostate
Dans le cas du CP, les sécrétions des cellules sénescentes semblent étre davantage impliquées
dans la progression de la maladie. Par exemple, une signature sécrétoire composée d’IL-6, -8, de
GM-CSF, d’'IGFBP2 et d’'IL-1PB est retrouvée dans des biopsies de patients atteints du CP ayant été
traités par mitoxantrone [11]. Parmi ces cytokines, la cytokine pro-inflammatoire IL-6 ainsi que
I'IGFBP-2 ont toutes deux étés décrites comme jouant un réle important dans le développement

de l'insensibilité aux androgénes et dans la croissance des CP [195,196]. Par ailleurs, I'IL-8,
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également retrouvée dans le PSAS des cellules de CP dont la sénescence a été induite par la TPA

(voir chap. ci-dessus), promeut la prolifération de diverses lignées de la prostate dont les LNCaP

et les PC-3 [197,198] et corréele avec I'agressivité clinique de la maladie [199]. In vitro, les sécrétions
des fibroblastes prostatiques humains sénescents favorisent I'agressivité du CP en facilitant
I’'angiogénese, la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules PC-3 via I'lL-6 et -8 et le
recrutement des monocytes ainsi que leur polarisation en macrophage protumoraux. Ces
fibroblastes présentent une augmentation du nombre de transcrit pour les genes de I'lL-6, -8, du
VEGF-A, et des MMP2 et 3, signature également retrouvée dans des bases de données
d’expression génique des tumeurs de la prostate [200]. La sécrétion de WNT16B par les
fibroblastes  microenvironnementaux favorise également la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) dans I'épithélium néoplasique de la prostate, ainsi que la survie
cellulaire apres thérapie cytotoxique [201]. Les lignées sénescentes du CP traitées par irradiation
peuvent également sécréter des exosomes dépendamment de p53. Ceux-ci sont enrichis en
protéine B7-H3, un marqueur diagnostique récemment identifié pour le CP, et sont capables
d’induire une reprogrammation oncogénique des cellules souches adipocytaires présentes dans

les tumeurs du CP, menant ultimement a la progression de la tumeur entiére in vivo [179,202].

De maniere intéressante, le PSAS des cellules stromales mésenchymateuses irradiées est capable
d’induire la sénescence des cellules de CP immortalisées non-malignes, limitant ainsi leur
prolifération. En revanche, cette activité n’est pas retrouvée dans les cellules du CP métastatique
dont les PC-3, ce qui suggere que, dans un contexte ou le PSAS serait antitumoral, celui-ci lutterait
contre les évenements de pré-tumorigenese plutot que contre les cellules malignes déja
transformées [203]. Les composantes pro- et antitumorales du PSAS peuvent également étre
sélectivement manipulées pour améliorer I'efficacité des traitements du CP. En effet, dans les
tissus prostatiques murins déficients en PTEN, le PSAS des cellules sénescentes est controlé par
NF-kB, mais également par la voie Jak2/Stat3, qui facilite la progression tumorale par
I’établissement d’un microenvironnement immunosupprimé. Chez les mémes souris, I'inhibition
de Jak2 permet I'établissement d'une forte réponse immunitaire antitumorale mais aussi
I'amélioration de I'efficacité du traitement au docétaxel, chimiothérapie induisant également la

sénescence dans ce contexte [193]. Le PSAS des cellules sénescentes stromales et épithéliales est
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également impliqué dans la progression des hyperplasies bénignes de la prostate, maladies
entrainant une obstruction de I'écoulement urinaire et représentant une morbidité considérable

chez une majorité d'hommes agés [204-206].
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Chapitre 2 — Hypotheses et objectifs

1) Prémisse
La plupart des tumeurs de la prostate répondent bien aux traitements de premiére ligne que sont
la prostatectomie et la radiothérapie, en combinaison ou non a la privation androgénique.
Cependant, la progression de la maladie vers le stade métastatique hormonorésistant est
observée dans environ 10% des cas. Bien que les récents essais cliniques des inhibiteurs PARPi
aient montré une augmentation encourageante de la survie des patients, ces cancers
métastatiques restent aujourd’hui incurables, du fait de I'apparition systématique de résistances
au traitement. La compréhension des mécanismes menant a I'émergence de résistances est donc
indispensable a la meilleure prise en charge de la maladie. Il est a présent connu qu’a la suite d’'un
stress, la mort et la survie ne sont pas les seuls destins possibles d’une cellule. La sénescence,
arrét de croissance permanent associé a un phénotype sécrétoire (PSAS) est également une voie
possible. Bien qu’étant presque toujours mutées pour au moins un des génes déclenchant la
sénescence (ex : p53/p21 ou p16/Rb), les cellules cancéreuses conservent souvent la capacité d’y
entrer en réponse au traitement. Cette sénescence induite par le traitement (SIT) peut interférer
avec la progression tumorale grace a l'arrét de croissance provoqué et par la signalisation
paracrine du PSAS. Cependant, des effets protumoraux du PSAS ont également été observés dans

certains contextes de SIT.

2) Problématique

Il a récemment été montré par notre équipe que le traitement aux PARPi induisait la sénescence
des lignées cancéreuses du sein et de |'ovaire, mais que celles-ci étaient ensuite capables d’y
échapper pour recommencer a proliférer. Dans la méme étude, les cellules rendues sénescentes
par I'exposition au PARPi avaient pu étre ciblées grace a des sénolytiques déclenchant
spécifiguement I'apoptose des cellules sénescentes, ce qui a considérablement amélioré
I’efficacité in vivo et in vitro du traitement. Sachant que la SIT semble étre induite dans le cancer

de la prostate par les traitements a I'olaparib, a l'irradiation et a I'enzalutamide, notre hypothése



est qu’elle pourrait également étre ciblée par des sénolytiques, ce qui pourrait potentiellement

ouvrir la voie vers de nouvelles combinaisons thérapeutiques pour le traitement clinique du

cancer de la prostate.

3) Objectifs

De cette hypothése ont émergé 2 objectifs :

Le premier a été de caractériser précisément les destins cellulaires de la lignée tumorale
LNCaP, sensible aux androgenes et caractéristique des adénocarcinomes, et de la lignée
PC-3, indépendante aux androgénes et caractéristique des CP a petites cellules, en
réponse a 2 traitements courants : l'irradiation et I'enzalutamide, et a un traitement
émergent : 'olaparib, inhibiteur des PARPs. Ceci a été réalisé par I’évaluation in vitro des
différents marqueurs liés a la mort cellulaire, a la sénescence et a la catastrophe
mitotique.

Notre second objectif a été d’évaluer la sensibilité aux sénolytiques des lignées dont la
sénescence a été induite par un ou plusieurs des traitements. Trois sénolytiques ayant
déja fait leur preuve dans le cancer de I'ovaire ont étés sélectionnés pour I'étude : deux
inhibiteurs des anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, ABT263 et A1155463 et un composé
naturel, le piperlongumine (PPL), déja plusieurs fois décrit comme ayant une sénolytique.
Les traitements induisant la sénescence ont donc été appliqués aux lignées en
combinaison a I'un ou I'autre des sénolytiques et la viabilité ainsi que de la mort cellulaire

furent évalués subséquemment.
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Chapitre 3 — Résultats expérimentaux : article - Cells, MDPI
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Abstract: Cellular senescence is a natural tumor suppression mechanism defined by a stable proliferation
arrest. In the context of cancer treatment, cancer cell therapy-induced senescence (TIS) is emerging as an
omnipresent cell fate decision that can be pharmacologically targeted at the molecular level to enhance the
beneficial aspects of senescence. In prostate cancer (PCa), TIS has been reported using multiple different
model systems, and a more systematic analysis would be useful to identify relevant senescence
manipulation molecular targets. Here we show that a spectrum of PCa senescence phenotypes can be
induced by clinically relevant therapies. We found that DNA damage inducers like irradiation and poly
(ADP-ribose) polymerasel (PARP) inhibitors triggered a stable PCa-TIS independent of the p53 status. On
the other hand, enzalutamide triggered a reversible senescence-like state that lacked evidence of cell death
or DNA damage. Using a small senolytic drug panel, we found that senescence inducers dictated senolytic
sensitivity. While Bcl-2 family anti-apoptotic inhibitor were lethal for PCa-TIS cells harboring evidence of
DNA damage, they were ineffective against enzalutamide-TIS cells. Interestingly, piperlongumine, which
was described as a senolytic, acted as a senomorphic to enhance enzalutamide-TIS proliferation arrest
without promoting cell death. Overall, our results suggest that TIS phenotypic hallmarks need to be
evaluated in a context-dependent manner because they can vary with senescence inducers, even within
identical cancer cell populations. Defining this context-dependent spectrum of senescence phenotypes is
key to determining subsequent molecular strategies that target senescent cancer cells.

Keywords: Prostate cancer; cellular senescence; senolytics; PARP inhibitor; enzalutamide




1. Introduction

Most prostate cancer (PCa) cases respond to first-line treatments including surgery, irradiation (XRA),
and androgen deprivation therapy (ADT), but 10% will progress to metastatic castrate-resistant PCa
(mCRPC) [1]. Combination radio-ADT therapies have shown improvement over single agents, suggesting
that new clinical strategies can improve the efficacy of current PCa therapies [2—4]. PCa growth is stimulated
by androgen receptor (AR) signaling pathways that can be directly inhibited by AR antagonists called anti-
androgens (AA) [5]. Among new targeted therapies, Enzalutamide (Enza) is an emerging AA that was FDA-
approved for patients with mCRPC [6-8]. Similarly, PARP inhibitors (PARPi) represent a new class of PCa
anticancer agents that target cancer cells harboring DNA repair defects, including BRCA or ATM mutations
[9]. PARPi olaparib (Olap) and rucaparib recently received FDA-breakthrough designations for BRCA1/2-
mutated mCRPC [10]. However, not all patients harboring BRCA mutations respond well to PARPis, and
their clinical use as maintenance monotherapy in ovarian cancer gives rise to resistance, suggesting a similar
risk for PCa [11,12]. Therefore, understanding the cellular responses behind current PCa therapies will
improve our mechanistic knowledge to identify molecular targets and improve the efficiency of emerging
treatments.

Cellular senescence is a multifaceted stress response involved in tumor suppression, tissue repair,
aging, as well as cancer therapy [13-16]. Key SA phenotypic hallmarks include SA-3-galactosidase (SA-f3-
gal) activity, persistent DNA damage response (DDR) activation; a proinflammatory secretory phenotype
(SASP) constituted of cytokines (i.e., IL-6 and IL-8), growth factors and proteases; and apoptosis resistance
(SAAR) through an upregulation of the Bcl-2 antiapoptotic protein family [13,17-23]. At its core, senescence
is defined by a stable senescence-associated proliferation arrest (SAPA) governed by two major tumor
suppressor pathways, p53/p21°r! and pl6™k*Rb [24-26]. Despite high pl6™k4% or p53 mutation rates,
multiple evidences show that cancer cells can retain the capacity to develop some senescence-associated
(SA) phenotypes in response to treatment (Therapy-induced senescence or TIS) [16,20,27-31]. Most
localized (non-aggressive) PCa retain normal p53 status, suggesting that human prostate cells bypass the
natural tumor suppression aspect of senescence without losing p53 functions. Alternatively, aggressive PCa
almost always lack p53 functions [32]. Independent of p53 status, PCa cells can undergo TIS in response to
radiotherapy and DNA-damaging chemotherapies [20,33-36] including PARPis [37,38], charcoal-mediated
ADT [18] and Enza treatment [39—41].

Because the stability of the TIS proliferative arrest can be weakened by the high rates of p53 or p16
mutations in cancer cells including PCa, senescence reinforcement or manipulation strategies could reduce
the risk of cancer recurrence [31,42]. Also, TIS cells that persist in tissues can create a microenvironmental
niche suitable for tumor resistance [16,17,43-46], overall suggesting that the elimination of TIS cells may
improve the outcome of cancer therapy. We and others have developed a “one-two punch” strategy which
selectively targets TIS cells using senolytics drugs [31,47,48]. Many senolytics (i.e., piperlongumine (PPL),
fisetin, quercetin + dasatinib) are efficient in improving healthy lifespan and slowing age-related diseases
progression in vivo [49,50]. In the context of high-grade serous ovarian cancer and triple-negative breast
cancer, we previously demonstrated that PARPi-TIS cells were particularly sensitive to Bcl-2/Bcl-xL
inhibitors, including ABT-263, which triggered PARPi-TIS cells senolysis and consequently improved
treatment outcomes in vitro and in vivo [31,51].

Although some therapies can trigger TIS in PCa, the SA molecular and cellular characteristics may
differ depending on the treatment. It remains unclear if all types of TIS can be targeted by senolytics or
manipulated in different ways for example to reinforce the senescence proliferation arrest. Here, we
characterized TIS in PCa cells treated with XRA, Olap or Enza and investigated whether PCa-TIS can be
eliminated using senolytics to re-direct senescent cells towards apoptosis. Using LNCaP and PC-3 cell lines
respectively representing prostatic castrate-sensitive adenocarcinoma and castrate-resistant small cell
neuroendocrine carcinoma (SCNC) metastatic cells [52], we found that XRA- and Olap-TIS cells were
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targetable using Bcl-2 family inhibitors while Enza-TIS cells resisted such senolysis. Interestingly, the
previously described senolytic PPL acted to reinforce Enza-TIS proliferation arrest without triggering cell
death. This suggests that multiple layers of PCa-TIS manipulation may advance new treatment strategies
for mCRPC when used in pre-defined contexts.

2. Materials and Methods

2.1. Cells and Culture Conditions

PCa cell lines PC-3 and LNCaP given by Dr. Fred Saad’s laboratory (CRCHUM) were cultured in RPMI
(350-000-CL, Wisent, Saint-Jean-Baptiste, QC, Canada) supplemented with 10% FBS (12483, Gibco, Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA), 100 IU/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (450-201-EL, Wisent, Saint-
Jean-Baptiste, QC, Canada), and maintained at 37 °C in 20% Oz and 5% CO:2 conditions.

2.2. Drugs

Olaparib/Olap (AZD2281) and A-1155463/A-115 (57800) were purchased from Selleckchem, Houston,
TX, USA. ABT-263 (Navitoclax, A3007) and enzalutamide/Enza (MDV3100, A3003) were from APEXBIO,
Houston, TX, USA. Drugs were dissolved in 100% dimethyl sulfoxide (DMSO) and diluted in complete
culture media for in vitro experiments. Drugs were added 48 h after seeding and Enza treatment was
renewed every 3 days for all experiments. For long-term Enza treatments, cells were cultured in RPMI
media supplemented with 10 uM Enza for 12, 18, 24 or 30 days in T175 flasks and transferred to 6-, 24- or
96-well plates for different experiments.

2.3. Irradiation

Cells were X-irradiated with a total dose of 8 Gy at rates equal to or above 0.75 Gy/min using
Gammacell® 3000 irradiator Elan.

2.4. IncuCyte® Cell Proliferation Phase-contrast Imaging Assay

To evaluate cell proliferation, 1500 cells per well were seeded in 96-well plates (all cells expressing
H2B-GFP). Cells were incubated with PARPi, Enza and senolytic drugs in adjusted 0.75% DMSO. Cell
number was imaged by phase contrast and fluorescence using the IncuCyte® Live-Cell Imaging System
(Essen BioScience Inc, Ann Arbor, MI, IncuCyte zoom). Frames were captured at 6-h intervals in three
independent wells using a 10x objective. Proliferation growth curves were constructed using IncuCyte®
Zoom software (Essen BioScience Inc, Ann Arbor, MI, V2019B) from measurements of H2B-GFP cell nuclei
numbers. Each experiment was performed in triplicate and repeated three times.

2.5. SA-B-galactosidase Detection

SA-(3-gal assay was performed as previously described [53]. Briefly, cells grown in 6-well plates were
washed with 1X PBS, fixed with 10% formalin for 5 min, washed again with PBS and incubated at 37 °C for
16 h in a staining solution composed of 1 mg/mL 5-bromo-4-chloro-3-inolyl-3-galactosidase in
dimethylformamide (20 mg/mL stock), 5 mM potassium ferricyanide, 150 mM NaCl, 40 mM citric
acid/sodium phosphate and 2 mM MgCls, at pH 6.0. Cells were washed with PBS, fixed with 10% formalin
for 10 min, and washed again with PBS. Pictures were taken for quantification.
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2.6. Immunofluorescence

LNCaP and PC-3 cells were seeded onto coverslips in 24-well plates, treated 48 h after seeding, and
grown for 6 days. Cells were fixed in formalin for 10 min at room temperature (RT) and permeabilized in
0.25% Triton in PBS for 15 min. Slides were blocked for 1 h in PBS containing 1% BSA and 4% donkey serum.
Primary antibodies (53BP1, Novus, Saint Charles, MI, USA, NB100-305; yYH2AX, Millipore, Burlington, MA,
USA, JBW301) diluted in blocking buffer were added and slides were incubated overnight at 4 °C. Cells
were washed and incubated with secondary antibodies for 1 h at RT, then washed again. Coverslips were
mounted onto slides using Prolong® Gold anti-fade reagent with DAPI (Life Technologies Inc., Carlsbad,
CA, USA). Images (400x magnification) were obtained using a Zeiss microscope AxioObserver Z1, Carl
Zeiss, Jena, Germany. Automated analysis AxioVision™ software from Zeiss, Jena, Germany (AxioVision
SE64 Rel. 4.9.1) was used to count foci to calculate the average number of foci per nucleus. The fold change
was calculated as the ratio between percentages of YH2AX or 53BP1 nuclear foci in treated versus control
(non-treated) cells. yH2AX and 53BP1 foci were quantified in > 150 nuclei from three different fields of each
coverslip.

2.7. Cell Cycle and Cell Death Analysis by Flow Cytometry

LNCaP and PC-3 cells were seeded in 6-well plates and treated 48 h after seeding, then harvested 6
days after. For cell cycle analysis, live cells were fixed for 24 h in 70% ethanol and incubated for 30 min at
RT with 100 pg/mL RNAse A and 25 pg/mL propidium iodide. For cell death analysis, cells were incubated
5 min at RT with DRAQ? (ab109202, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA). A maximum of 30,000 events were
counted per condition using the Fortessa flow cytometer (BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada) and
analyzed with Flow]Jo software (Ashland, OR, USA, V10).

2.8. EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine) Detection

To detect DNA synthesis, cells were seeded onto coverslips in 24-well plates and treated 24 h after
seeding. EAU (10 uM, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was added to the medium and incubated for 24 h
before the end of drug treatment on days 2 or 6. Cells were washed three times with TBS and fixed with
10% formalin for 10 min. EAU staining was assessed using the Click-iT® EAU Alexa Fluor® 647 Imaging Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Coverslips were mounted onto slides using Prolong® Gold anti-fade
reagent with DAPI (Life Technologies Inc., Carlsbad, CA, USA). Images were obtained using a Zeiss
microscope and automated analysis software from Zeiss was used to count foci.

2.9. Drug Combination Analysis

LNCaP and PC-3 cells were infected with lentiviruses encoding H2B-GFP and treated with the
different combination treatments. Cell number was imaged by phase contrast and fluorescence using the
IncuCyte® Live-Cell Imaging System (IncuCyte HD). For each concentration of senolytic drug, the senolytic
index (SI) was calculated as follows: SI= [(Nf /Ni) SX / (Nf /Ni) S0] No PARPi / [(Nf /Ni) SX / (Nf /Ni) S0]
PARPi, where Nf= Final cell number; Ni= initial cell number; SX= X concentration of the senolytic; and S0=
no senolytic.

2.10. Cloning, Viruses and Infections

Viruses were produced as described previously and titers were adjusted to achieve ~90% infectivity
[13]. Infections were followed 48 h later by puromycin or hygromycin selection and stable cells were either
used or stored at -80 °C. Lentiviruses encoding H2B-GFP were produced by amplification of the H2B
sequence from the pENTR1A-H2B-HcRed plasmid (a gift from Dr. Richard Bertrand, CRCHUM, Canada)
using the following primers: ES-92 (5'-GGTACCCCACCATGCCAGAGCCAGCGAAGTCTGCT-3") and ES-
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93 (5'-GGATCCTAGCGCTGGTGTACTTGGTGATGG-3'). The amplified product was digested with
restriction enzymes Kpnl/BamH]1 and inserted into the entry vector pPENTR1A-GFP-N2 (FR1) to generate
PENTR1A-H2B-GFP, which was recombined into the destination vector (pLenti PGK Hygro Dest (W530-
1)) to obtain the final lenti-H2B-GFPhygro lentivector.

2.11. Real-time Quantitative Polymerase Chain Reaction (Q-PCR)

Total RNA was extracted from harvested cells using the RNeasy kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany).
One microgram of total RNA was subjected to reverse transcription using the QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany). One microliter of the reverse-transcribed product was
diluted (1:10) and subjected to Q-PCR using sequence specific primers (400 nM) and the SYBR Select Master
Mix (Applied Biosystems®, Life Technologies Inc., Carlsbad, CA, USA). Q-PCR was performed using
Applied BioSystems® Step One Plus apparatus (UDG activation 50 °C/2 min, followed by AmpliTaq
activation plus denaturation cycle 95 °C/2 min, followed by 40 cycles at 95 °C/15 s, 60 °C/1 min and 72 °C/30
s). Gene expression values were normalized to TATA-binding protein gene expression. Three independent
experiments were performed in duplicate. Sequence primers for target genes are described in
Supplementary Table S1.

2.12. Preparation of Conditioned Media and Analysis of Secreted SASP Factors

Treated cells were seeded in 6-well plates (100000 cells per well) and irradiated 24 h after seeding.
Untreated cells were similarly seeded 48 h before the preparation of conditioned media as previously
described [54]. Briefly, cells were washed three times with serum-free medium 8 days after irradiation,
followed by incubation in serum-free RPMI medium containing antibiotics for 16 h. Cells were manually
counted and conditioned media was stored at -80 °C until assayed. Conditioned media was analyzed using
the multispot electrochemiluminescence immunoassay system for 40 secreted factors using the V-Plex
human kit from Meso Scale Discovery (MSD, Rockville, MD, USA; #K15209D) following the manufacturer’s
instructions as performed previously [31]. The results are reported as concentrations of target protein
normalized to cell number.

3. Results

3.1. Irradiation and olaparib trigger senescence-associated phenotype in LNCaP cells

To investigate the impact of XRA and Olap treatment on PCa cell fate decisions, we selected LNCaP, a
metastatic, androgen-dependent, p53 wild-type PCa cell line that is characteristic of human prostatic
adenocarcinoma [52,55]. LNCaP proliferation was arrested by XRA (Figure 1A, Figure S1A) or reduced by
Olap treatment in a dose-response relationship (Figure 1B, SI1A). Less than 10% cumulative cell death was
observed by flow cytometry 6 days after both treatments (Figure 1C, SI1B). DNA content assessed by
propidium iodide showed that the G2 cell population of LNCaP was strongly increased and less than 1%
of cells were in S-phase (Figure 1D, Figure S1C). Moreover, less than 5% of cells had aneuploidy (8N) (Figure
1D, Figure S1C) suggesting that XRA or Olap triggered only mild genomic instability. Within 24 h of
treatment, 80% of cells were already negative for DNA synthesis and remained negative for up to 6 days
post-treatment, demonstrating stable proliferation arrest (Figure 1E, Figure S1D). Furthermore, most
LNCaP cells were positive for SA-f3-gal activity suggesting that XRA and Olap triggered senescence in
LNCaP (Figure 1F, Figure S1E). These senescent cells displayed persistent DNA double strand-breaks
damage foci labelled by 53BP1 and phosphorylated histone H2AX (YH2AX) [56] (Figure 1G), and increased
expression of SA genes, including the cyclin-dependent kinase inhibitors (CDKi) p21, p16 and p15 (Figure
1H). Expression of typical SASP components such as IL-6, IL-8 or IL-1at were not significantly increased
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following XRA or Olap treatments except for IL-1{3 (Figure 1I). A multiplex assay showed that the secretion
of only a few SASP factors like VEGF, MCP-1 or IL-8 were increased in the conditioned media of irradiated
LNCaP (Figure S1F). Altogether these data show that XRA and Olap mainly trigger a DNA damage-induced
senescence phenotype in LNCaP cells.
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Figure 1. Therapy-induced DNA damage triggers senescence in LNCaP cells. (A-B) Cell proliferation curves
of LNCaP expressing H2B-GFP and (A) irradiated with 8 Gy of X-Rays (XRA) or (B) treated with increasing
concentrations of olaparib (Olap). Data are the mean + SD of triplicate and are representatives of three
independent experiments. (CI) LNCaP cells were irradiated with 8 Gy XRA or treated with 5 uM Olap. (C)
The cumulative cell death of LNCaP was analyzed by flow cytometry 6 days after XRA or Olap treatment.
(D) Flow cytometry analysis of cell cycle populations following 6 days of exposure of LNCaP cells to XRA
or Olap. (E) Cell proliferation was assessed by incorporation of EAU for 24 h at 1 or 5 days after XRA or Olap
treatment. (F) SA-B-gal assay was performed on LNCaP cells 6 days after XRA or Olap treatment. (G)
Representative images (top) and quantifications (bottom) of YH2AX (green) and 53BP1 (red) foci per nucleus
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in LNCaP cells 6 days following XRA or Olap treatment. The merged red and green channels show
colocalization in yellow and DAPI is shown in blue. Scale bar = 20uM (H-I) Relative mRNA levels of (H)
CDKi or (I) SASP factors were evaluated by real-time Q-PCR in LNCaP cells irradiated or treated with Olap
for 6 days. The values represent the fold change expression related to non-treated controls (represented by
the dashed line). (C-I) The mean + SD of three independent experiments is shown. Statistical analysis:
(CEF,G) two-tailed Student’s t-test; (H,I) two-way ANOVA. * p < 0.05, ** p < 0.001.

3.2 Irradiation and olaparib trigger senescence, cell death and mitotic catastrophe in PC-3 cells

To investigate the cell fate decisions of more aggressive PCa cells in response to radiotherapy and Olap,
we selected PC-3, a metastatic, p53-mutated PCa cell line that harbours characteristics of prostatic SCNC
[52]. Similar to LNCaP cells, we observed stable proliferation arrest of PC-3 cells in response to XRA (Figure
2A, Figure S2A) and dose-response reduction of proliferation induced by Olap, although the Olap response
was slower compared to LNCaP (Figure 2B, Figure S2A; Figure 1B, Figure S1A). In contrast to LNCaP, a
mix of living attached cells and floating dead cells (about 30% cumulative) were observed 6 days after both
treatments (Figure 2C, Figure S2A and Figure 52B). The remaining living cells were mostly accumulated in
G2 phase with practically no cells in S-phase (Figure 2D, Figure S2C). Importantly, about 20% of the treated
PC-3 cells were aneuploid (8N) (Figure 2D, Figure 52C), suggesting that a mitotic catastrophe occurred in
these cells. Indeed, some characteristics of mitotic catastrophe including DNA synthesis (EdU-positive cells)
2 days post-treatment (Figure 2E, Figure S2D) and abnormal nucleus content (multiple nuclei or micro-
nuclei) (Figure 2G, Figure 52D) were observed in XRA- and Olap-treated PC-3 cells. In addition to cell death,
mitotic catastrophe can also promote senescence [57]. At 6 days post-treatment, 90% of living PC-3 cells
were negative for EAU-pulse labeling, demonstrating stable proliferation arrest (Figure 2E, Figure 52D).
About 30% of the cells were positive for SA-3-gal activity (Figure 2F, Figure S2E) and most displayed
persistent DNA damage foci (Figure 2G). Finally, we observed an over-expression of SA genes in treated
PC-3 cells, including CDKi (Figure 2H) and several SASP factors (Figure 2I). As we have previously seen
for other types of senescent cancer cells [31], a high level of many secreted SASP factors including IL-6 and
IL-8 was detected in the conditioned media of irradiated PC-3 cells by multiplex assay, suggesting that the
low-level SASP observed in LNCaP cells is not related to prostate cancer in general (Figure S2F). Hence,
DNA damage treatments XRA and Olap trigger a mitotic catastrophe process in the SCNC PC-3 cell line,
resulting in genomic instability, cell death and a high proportion of senescent cells.

3.3 Combination of irradiation or PARP1 treatments with senolytics

We investigated whether XRA- and Olap-induced TIS cells could be eliminated using a small panel of
senolytic drugs. We selected two inhibitors of the Bcl-2 family: ABT-263 (navitoclax), which inhibits both
Bcl-2 anti-apoptotic family members Bcl-2 and Bcl-xL; and A-1155463 (A-115), which targets selectively Bcl-
xL. We also selected piperlongumine (PPL), a natural product that selectively kills senescent cells including
senescent ovarian cancer cells [31,49]. To highlight the senolytic sensitivity of PCa-TIS cells, we used a single
dose of XRA (8 Gy) or Olap (5 uM) in LNCaP and PC-3 to induce an optimal response of senescence in
combination with increasing concentrations of ABT-263, A-115 or PPL (concentrations given in Figure S3A).
For each combination, surviving cells were counted after 6 days of treatment (Figure 3A and B, Figure S3B
and Figure S4A) and the synergistic effect of the combination was evaluated using the Bliss independent
model [58] in which negative values indicate antagonism, values around zero indicate additive effects and
positive values indicate synergy (Figure S4B). Interestingly, most of the ABT-263 and A-115 concentrations
worked in synergy with XRA and Olap to reduce LNCaP and PC-3 cell numbers, but not PPL (Figure S4B).
To determine whether ABT-263, A-115 or PPL selectively targeted XRA- or Olap-TIS in LNCaP and PC-3
cells, we compared the number of surviving cells in response to senolytics for each senescence inducer
(Figure 3A and B, Figure S4A). We also calculated a senolytic index (SI) as we previously described [31]. SI
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is based on the ratios of surviving cells (over control) for each combination in order to reflect the capacity
of senolytic drugs to specifically eliminate senescent cells (Figure 3C and D). The SI for most of the ABT-
263 and A-115 concentrations, but not for PPL, were elevated in LNCaP and PC-3 cells (Figure 3C and D).
Finally, to confirm that ABT-263 and A-115 induced cell death in XRA- or Olap-TIS cells, we analyzed
cumulative cell death after 6 days of treatments (Figure 3E and F, Figure S4C). The combination of 0.625
uM ABT-263 or 0.3125 uM A-115 with XRA or Olap increased cell death up to 80% in PC-3 and LNCaP cells
(Figure 3E and F, Figure S4C). Altogether these data show that the Bcl-2 family inhibitors (ABT-263 and A-
115) but not PPL can be used as senolytics to trigger cell death in XRA- or Olap-TIS PC-3 and LNCaP cells.
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Figure 2. Therapy-induced DNA damage triggers mixed cell fates in PC-3 cells (A-B) Cell proliferation
curves of PC-3 expressing H2B-GFP and (A) irradiated with 8 Gy of X-rays (XRA) or (B) treated with
increasing concentrations of olaparib (Olap). (C-I) PC-3 cells were irradiated with 8 Gy XRA or treated with
5 uM Olap. Data are the mean + SD of triplicate and are representatives of three independent experiments.
(C) The cumulative cell death of PC-3 was analyzed by flow cytometry 6 days after XRA or Olap treatment.
(D) Flow cytometry analysis of cell cycle populations following 6 days of exposure of PC-3 cells to XRA or
Olap. (E) Cell proliferation was assessed by incorporation of EAU for 24 h at 1 or 5 days after XRA or Olap
treatment. (F) SA-P-gal assay was performed on PC-3 cells 6 days after XRA or Olap treatment. (G)
Representative images (top) and quantifications (bottom) of YH2AX (green) and 53BP1 (red) foci per nucleus
in PC-3 cells 6 days following XRA or Olap treatment. The merged red and green channels show
colocalization in yellow and DAPI is shown in blue. Scale bar = 20uM (H-I) Relative mRNA levels of (H)
CDKi or (I) SASP factors were evaluated by real-time Q-PCR in PC-3 cells irradiated or treated with Olap for
6 days. The values represent the fold change expression related to non-treated controls (represented by the
dashed line). (C-I) The mean + SD of three independent experiments is shown. Statistical analysis: (C,E,F,G)
two-tailed Student’s t-test; (H,I) two-way ANOVA. * p <0.05, ** p < 0.01, ** p <0.001.
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Figure 3. Bcl-2 family senolytics synergize with irradiation and olaparib. (A-D) LNCaP and PC-3 were
infected with lentiviruses expressing H2B-GFP and treated with 8 Gy of X-Rays (XRA) or 5 uM olaparib
(Olap) for 6 days, alone or in combination with increasing concentrations of ABT-263 (left), A-1155463 (A-
115; middle) or PPL (right). Cell survival curves of LNCaP (A) or PC-3 (B) for the different combination
treatments. Heat maps of senolytic indexes (SI) for LNCaP (C) or PC-3 (D) treated with the indicated
combination treatments. S1 to S5 correspond to increasing senolytic concentrations (see Figure S3A). (E-F)
The cumulative cell death of (E) LNCaP and (F) PC-3 were analyzed by flow cytometry 6 days after 8 Gy
XRA or following 6 days” exposure to 5 uM Olap, alone or in combination with 0.625 uM ABT-263, 0.3125
uM A-115 or 0.625 uM PPL. (A-B) Data are the mean + SD of triplicate and are representatives of three
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independent experiments. (C—F) The mean + SD of three independent experiments is shown. Data were
analyzed using the two-tailed Student’s t-test. *** p <0.001.

3.4 Enza triggers a senescence-like state in LNCaP cells that is resistant to Bcl-2 family senolytics

Enza is a second-generation AA treatment for both non-metastatic PCa and mCRPC. Enza directly
binds to the AR to inhibit its activity and prevent tumor growth [59-61]. Although Enza can trigger
senescence in LNCaP cells [39-41], the characterization of Enza-TIS senescence hallmarks remains poorly
described. We treated LNCaP (androgen-sensitive) cells with increasing concentrations of Enza and
analyzed the impact on cell proliferation using live-cell imaging. We found that 10 uM of Enza was
sufficient to effectively block LNCaP proliferation (Figure 4A, Figure S5A) but contrary to XRA or Olap,
Enza did not trigger any detectable cell death in LNCaP (Figure 4B, Figure S5B). The vast majority of Enza-
treated cells were enriched in the G1 cell cycle phase after 12 days of treatment with complete absence of
abnormal DNA content (8N), suggesting that Enza did not induce mitotic catastrophe in LNCaP cells
(Figure 4C-D, Figure S5C-D). Importantly, the percentage of SA-p-gal positive cells gradually increased
over time with Enza exposure, suggesting a slow induction of senescence (Figure 4E, Figure S5E) but
contrary to XRA or Olap treatments (Figure 1G and 2G), Enza did not increase the number of persistent
DNA damage foci even after 12 days of treatment (Figure 4F). We observed that Enza increased the
expression of p15, p16 and IL-1p (Figure 4G) but not of p21 as in XRA- or Olap-TIS cells (Figure 1H and
2H). These results suggest that Enza triggered a senescence-like phenotype without DNA-damage in
LNCaP.
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Figure 4. Enzalutamide triggers a senescence-like state in LNCaP cells. (A) Cell proliferation curves of
LNCaP expressing H2B-GFP and treated with increasing concentrations of enzalutamide (Enza). Data are
the mean + SD of triplicate and are representatives of three independent experiments. (B) The cumulative
cell death of LNCaP was analyzed by flow cytometry 6 days after 10 uM Enza exposure. (C) Flow cytometry
analysis of LNCaP cell cycle populations following 6 or 12 days’” exposure to 10 uM Enza. (D) Cell
proliferation was assessed by incorporation of EdU for 24 h at 5 or 11 days after 10 uM Enza exposure. (E)
SA-B-gal assay was performed 6 or 12 days after 10 uM Enza exposure. (F) Representative images (top) and
quantifications (bottom) of YH2AX (green) and 53BP1 (red) foci per nucleus in LNCaP cells 6 days following
6 or 12 days exposure to 10 uM Enza. The merged red and green channels show colocalization in yellow and
DAPIis shown in blue. Scale bar = 20uM (G) Relative mRNA levels of CDKi and SASP factors were evaluated
by real-time Q-PCR in LNCaP cells exposed to 10 uM Enza for 6 or 12 days. The values represent the fold
change expression related to non-treated controls (represented by dashed line). (B-F) The mean + SD of three
independent experiments is shown. Statistical analysis: (B,C,D,E,F) two-tailed Student’s t-test; (G) two-way
ANOVA. *p <0.05, * p <0.01, *** p <0.001.

We then investigated whether Enza-TIS LNCaP cells could be targeted with senolytics. We treated
LNCaP cells with 10 uM Enza for 6 or 12 days, in combination with increasing concentrations of ABT-263,
A-115 or PPL for the last 6 days (concentrations in Figure S3A, Figure S6A). For each combination, surviving
cells were counted (Figure S6B) and the synergistic effect of the combination was evaluated by calculating
a Bliss score (Figure 5A). PPL but not ABT-263 or A-115 synergistically decreased the number of cells treated
with Enza for 6 days (Figure 5A). Intriguingly, this synergetic effect of PPL was partially lost after 12 days
of combinatory treatment (Figure 5A). We also compared the effect of the senolytics on LNCaP cells by
evaluating the percentage of cell survival (Figure 5B) and by calculating the SI (Figure 5C). Except for the
highest dose of PPL at day 6, most of the combinations revealed low SI synergy, suggesting PPL acted on
cell proliferation rather than survival (Figure 5C). Consistently, we did not observe significantly increased
cell death in Enza-TIS cells following ABT-263, A-115 or PPL treatments (Figure 5D). This demonstrates that
Enza-senescent LNCaP cells are not sensitive to inhibitors of the Bcl-2 antiapoptotic family but that PPL
may act as a senomorphic or seno-modulator by reinforcing the Enza-induced proliferation arrest.
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Figure 5. Enza-TIS cells are not sensitive to senolytics. (A-D) LNCaP expressing H2B-GFP were treated with
10 uM enzalutamide (Enza) for 6 or 12 days, alone or in combination with increasing concentrations of ABT-
263 (left), A-1155463 (A-115, middle) or PPL (right). (A, C) Heat maps of bliss scores (A) and senolytic indexes
(SI) (C) for LNCaP treated with the indicated combination treatments. S1 to S5 correspond to increasing
senolytic concentrations (see Figure S3A). (B) Cell survival curves of LNCaP expressing H2B-GFP and
treated with the indicated combination treatments. (D) The cumulative cell death of LNCaP was analyzed
by flow cytometry 6 days after 10 uM Enza exposure, alone or in combination with 0.625 uM ABT-263, 0.3125
uM A-115 or 0.625 uM PPL (A, C and D). The mean * SD of three independent experiments is shown. (B)
Data are the mean + SD of triplicate and are representatives of three independent experiments. Data were
analyzed using the two-tailed Student’s ¢-test.

3.5 Senescence-like state induced by enzalutamide is reversible

Since senescence phenotypes can develop over extended periods [10,62,63], we examined if long-term
Enza treatment could lead to DNA damage and ABT-263 or A-115 sensitivity. We exposed LNCaP cells to
10 pM Enza for 18, 24 or 30 days and evaluated the evolution of SA markers by performing cell fate
characterization experiments. Compared to 12 days’ Enza-treated LNCaP, the percentage of SA-{3-gal
positive cells (about 30%; Figure 6A and Figure S5E) and EdU-positive cells (under 20%; Figure 6B and
Figure S5D) remained stable. We did not observe any significant changes in the number of 53BP1 and
YH2AX foci between the different time points, which suggests that the phenotypes observed at 12 days did
not evolve over time (Figure S5F-H). In contrast to XRA treatments for which a single dose led to stable
proliferation arrest for at least 6 days, the release of Enza treatment for 6 days after 12, 18 or 24 days
treatments led to resumption of DNA synthesis, nearly to the same level of untreated control cells (Figure
6C). This suggests that the senescence-like state induced by Enza is reversible. Accordingly, long-term Enza-
treated LNCaP cells resumed their proliferation when Enza was released for 9 days after 12, 18, 24 or 30
days of treatment, albeit longer treatments required a longer recovery (Figure 6D and E). We also observed
that increasing concentrations of ABT-263, A-115 or PPL for the last 6 days of the 18, 24 and 30 days of Enza
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treatment did not lead to a synergistic decrease of cell viability (Figure 6F and G). On the contrary, long-
term Enza-treated LNCaP cells were more resistant to senolytic concentrations that normally lead to cell
death in untreated control cells (Figure 6F and G).
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Figure 6. Enza-TIS is reversible. (A) SA-f-gal assay and (B) quantification of EdU-positive cells were
performed in LNCaP cells following 18, 24 or 30 days of enzalutamide (Enza) treatment. (C) EAU staining
was performed in LNCaP for which 10 uM Enza was released during the last 6 days of long-term Enza
treatment. Cells were pulsed 24 h before the staining. (A—C) The mean + SD of three independent experiments
is shown (D-E) LNCaP cells expressing H2B-GFP were exposed to 10 uM Enza for 12, 18, 24 or 30 days and
cell proliferation curves were determined for 9 days while Enza was (D) maintained or (E) released. Data are
the mean * SD of triplicate and are representatives of three independent experiments. (F) LNCaP expressing
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H2B-GFP were exposed to 10 uM Enza for 12, 18, 24 or 30 days, and then cell survival curves were
determined during a 6-day exposure to Enza, alone or in combination with increasing concentrations of ABT-
263 (left), A-1155463 (A-115, middle) or PPL (right). Data are the mean + SD of triplicate and are
representatives of three independent experiments. (G) Heat maps of senolytic indexes (SI) for LNCaP treated
with the indicated combination treatments. SO to S5 correspond to increasing senolytic concentrations (see
Figure S3A). The mean + SD of three independent experiments is shown. Data were analyzed using the two-
tailed Student’s t-test. ** p < 0.01, and *** p < 0.001.

4. Discussion

Cancer is associated with the presence of mutated or defective cell cycle checkpoints that can alter
therapy-induced cell fate decisions, shifting away from apoptosis or senescence and towards crisis and
mitotic catastrophe [64,65]. Despite these mutations, cancer cells can often retain the capacity to enter
senescence in response to treatments [16,20,29,30]. In PCa, DNA damaging chemotherapy, radiotherapy
[20,33-38,66], ADT [18,67-70] or Enza [39-41] can induce TIS, suggesting that PCa-TIS is a relevant target
to enhance treatment outcomes.

Here, we demonstrate that different PCa therapies can promote senescence phenotypes in PCa cells
but with major differences in SA phenotypic characteristics. The DNA damage inducers, XRA and Olap,
triggered classical TIS in PCa cells in addition to the mitotic catastrophe and cell death observed in PC-3
cells. Although mitotic catastrophe could be explained by differences in cell cycle regulation, particularly
those related to the p53 status, no causal link can be established yet due to the many other genomic
differences that exist between PC-3 and LNCaP [71]. LNCaP cells have increased levels of p15, p16 and p21
CDKi transcripts, but PC-3 cells only express p21. This observation could be partially explained by higher
levels of CBX7, a repressor of the p16!NK4a/p14ARF CDKN2A locus [68,72], found in PC-3 cells. Also, regulation
of p21 in the p53-mutated PC-3 cell line is mediated by FOXO proteins [73], which are implicated in
senescence [74,75], PCa growth and malignancy [76-80], and have been shown to be upregulated following
PARP inhibition [81]. Similarly, the DDR checkpoint protein Chk?2 is known to promote senescence through
a p53-independent activation of p21 transcription in breast carcinoma, high grade serous ovarian cancer or
immortalized keratinocyte cells [31,82].

Alternatively, Enza also induced TIS in androgen-sensitive LNCaP cells in the absence of direct DNA
damage. In addition to DNA damage, we show that Enza-TIS cells did not exactly share other SA markers
observed in XRA- or Olap-senescent cells as they displayed: (i) a more gradual loss of DNA synthesis with
an accumulation of cells in G1 phase; (ii) no more than 30% SA-p-gal positive cells; (iii) a complete absence
of additional DNA damage foci or genomic instability; (iv) increased p16 but not p21 expression, and (v) a
reversible proliferation arrest. Indeed, although p16 expression is often associated with an irreversible state
of senescence [24,25], Enza treatment for more than 30 days sustained a senescence that was rapidly
reversible upon drug removal, suggesting that Enza-TIS depends on different underlying molecular
mechanisms for both induction and maintenance when compared to DNA damage-TIS. Although overall
Enza-TIS was reversible, we noted that longer Enza treatment yielded incrementally slower proliferation
recovery (Figure 6E), suggesting that either cells acquired altered (slower) cell cycle characteristics or an
increasing proportion of cells are converted to a stable form of senescence over time. Interestingly, some
reports showed that androgen depletion using charcoal-stripped serum induced senescence with persistent
DNA damage foci in LNCaP cells via reactive oxygen species production [18,67-70], which contrasts to
what we and others observed for Enza-TIS [40]. Charcoal-stripped androgen depletion TIS was associated
with the upregulation of p27Xir! via the downregulation of its proteolysis through reduced activity of the
E3 ligase Skp2 [67,68]. We did not measure p27Xir! protein levels but the absence of p27Xir! transcripts that
we observed in Enza-TIS is consistent with this transcription-independent mechanism of regulation.
Although it remains unclear why charcoal-stripped androgen depletion and Enza TIS are different, we can
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suggest that perhaps charcoal depletes other growth-survival factors. Nevertheless, Enza is currently used
in clinic and understanding Enza-TIS is particularly timely.

We and others have proposed to manipulate senescence to improve cancer treatment using a “one-two
punch” strategy [30,31,83,84]. This strategy targeting TIS cancer cells with senolytics has shown success in
breast, ovarian, melanoma and liver cancers [31,85]. However, senolytics have been proposed to vary in
efficiency depending on cellular contexts [84]. Accordingly, we found that inhibitors of the Bcl-2
antiapoptotic family, ABT-263 and A-115, were strongly efficient to kill XRA- and Olap-TIS cells but not
Enza-TIS cells [31]. The mechanism underlying this latter phenomenon remains unclear but suggests DNA
damage is key for sensitization to Bcl-2 family senolytics. However, a recent study also highlights the
resistance of Enza-TIS LNCaP to ABT-263, but interestingly reveals that Enza-treated LNCaP cells undergo
increased apoptosis upon treatment with an allosteric Akt inhibitor (MK2206) whether or not they were
senescent, suggesting this compound blocks an essential survival pathway in these cells [41]. Along the
same lines, the senolytic PPL is a compound shown to trigger apoptosis and preferentially kill senescent
cells induced by oncogene expression, ionizing radiation or replicative exhaustion [49], but also senescent
ovarian cancer cells [31]. Here we show that PPL did not display synergistic or senolytic effect on XRA- or
Olap-TIS PCa cells, but had a synergistic effect with short-term Enza treatment, although it did not induce
cell death in this context. Our hypothesis is that PPL enhanced the Enza-associated proliferation arrest and
therefore only affected residual proliferating cells under short-term treatment. Overall, this supports the
idea that the regulation network for TIS-associated apoptosis resistance or survival signals is inducer-
dependent in the PCa context and provides multiple targets for pharmacologic interventions.

In addition to being resistant to senolytic concentrations that triggered senolysis in XRA- or Olap-
treated cells, long-term Enza-treated LNCaP cells were resistant to higher, non-specific doses of ABT-263 in
comparison to untreated cells. These interesting findings require further investigation as they could explain
tumor resistance in some clinical settings. These mechanisms of resistance could be due to the acquisition
of neuroendocrine features following lineage reprogramming, a well-described phenomenon linked with
the acquisition of drug resistance in clinic [86]. This may also be due to autophagy upregulation, a
phenomenon already observed in LNCaP cells after AA treatments including Enza and bicalutamide [87],
and described as driving the resistance of PCa cells to bicalutamide, Enza, taxanes, mitoxanthrone and
radiotherapy [88].

XRA is the most common first-line therapy for PCa, whereas PARPis Olap and rucaparib have now
FDA-breakthrough designations for BRCA1/2-mutated mCRPC [10]. One study showed that PC-3 cells are
characteristic of SCNC, which, although rare and present in 0.5-2% of patients, accounts for 10-20% of PCa
found in autopsies of men who died from CRPC [52,89]. Our results, therefore, constitute a solid rationale
for further preclinical investigation of a PCa-TIS targeted, one-two punch approach using inhibitors of the
Bcl-2 anti-apoptotic protein family. Current limitations of this strategy are risks of navitoclax (ABT-263)
inducing thrombocytopenia and neutropenia [90,91] due to Bcl-2 and Bel-xL inhibition, respectively [58,81].
However, recent studies characterized Bcl-xL inhibitors that target Bcl-xL to specific E3 ligases for
degradation in tumor cells but not in platelets, which poorly express this protein [92,93]. The use of such
targeted inhibitors could both prevent adverse effects and enhance the proposed PCa-TIS targeting combo-
therapies at least in the context of DNA damage inducers.

Supplementary Materials

The following are available online at http://www.mdpi.com/2073-4409/9/7/1593%20/s1
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Supplementary figure 1

A) Representative images of LNCaP expressing H2B-GFP (green) at 0 or 6 days after 8 Gy XRA or 5 uM Olap treatment.
B) The cumulative cell death of LNCaP was analyzed by flow cytometry 6 days after 8 Gy XRA or 5 uM Olap treatment.
C) Flow cytometry analysis of cell cycle populations after 8 Gy XRA or 5 uM Olap treatment. D) Representative images
of LNCaP cells that incorporated EAU for 24 hours at 1 or 5 days after 8 Gy XRA or 5 uM Olap treatment. The merged
red (EdU) and blue (DAPI) channels show colocalization in purple. E) Representative images of SA-f-gal assay
performed on LNCaP cells 6 days after 8 Gy XRA or 5 uM Olap treatment. F) Levels of secreted cytokines were

measured by MSD serum-based multiplex assay 6 days after 8 Gy XRA.
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Supplementary figure 2

A) Representative images of PC-3 expressing H2B-GFP (green) 0 or 6 days after 8 Gy of XRA or 5 uM Olap treatment.
B) The cumulative cell death of PC-3 was analyzed by flow cytometry 6 days after 8 Gy XRA or 5 uM Olap treatment.
C) Flow cytometry analysis of cell cycle populations after 8 Gy XRA or 5 uM Olap treatment. D) Representative images
of PC-3 cells that incorporated EAU for 24 hours at 1 or 5 days after 8 Gy XRA or 5 uM Olap treatment. The merged red
(EdU) and blue (DAPI) channels show colocalization in purple. E) Representative images of SA-i-gal assay performed
on PC-3 cells 6 days after 8 Gy XRA or 5 uM Olap treatment. F) Levels of secreted cytokines were measured by MSD

serum-based multiplex assay 6 days after 8 Gy XRA.
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Concentration (uM)

A ABT-263 A115 PPL
S1 03125 0,078125 0,15625
s2 0625 0,15625 03125
S3 1,25 03125 0,625
S4 25 0.625 125
S5 5 125 25

LnCaP PC-3

Untreated XRA PARPI

No
senolytic
(S0)

ABT-263
(s3)

A-115
(s3)

PPL
(s3)

Supplementary figure 3

A) Concentrations of ABT-263, A-115 and PPL that were used in senolysis experiments (Figures 3, 5 and 6). B)
Representative images of LNCaP (left) and PC-3 (right) that were treated for 6 days with 8 Gy of XRA or 5 uM Olap
(PARPi) alone or in combination with 0.625 uM ABT-263 (top), 0.3125 uM A-115 (middle) or 0.625 uM PPL (bottom).

For all the data, the mean + SD of three independent experiments is shown. Data were analyzed using the two-tailed
Student’s t-test.
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Supplementary figure 4

(A-B) LNCaP or PC-3 expressing H2B-GFP were treated with 8 Gy of XRA or 5 uM Olap for 6 days, alone or in
combination with increasing concentrations of ABT-263, A-115 or PPL. A) Cell survival histograms and B) Bliss scores
heat maps for LNCaP and PC-3 that were exposed to the different combination treatments. SO to S5 correspond to
increasing senolytic concentrations (see Figure S3A). (A) Data are the mean + SEM of triplicate and are representatives
of three independent experiments. C) Flow cytometry analysis of LNCaP (left) or PC-3 (right) cell death 6 days after 8
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Supplementary figure 5

A) Representative images of LNCaP expressing H2B-GFP (green) at 0, 6 or 12 days following 10 uM Enza treatment. B)
The cumulative cell death of LNCaP was analyzed by flow cytometry (DRAQ? staining) 6 days after 10 uM Enza
treatment. C) Flow cytometry analysis of cell cycle populations following 6 or 12 days 10 uM Enza exposure. D)
Representative images of LNCaP cells that incorporated EAU for 24 hours, 6, 12, 18, 24 or 30 days following 10 uM Enza
exposure. The merged red (EdU) and blue (DAPI) channels show colocalization in purple. E) Representative images of
SA-f3-gal assay performed on LNCaP cells following 12, 18 or 30 days of 10 uM Enza exposure. F) Representative images
of YH2AX (green) and 53BP1 (red) foci per nucleus in LNCaP cells following 6, 12, 18, 24 or 30 days of 10 uM Enza
exposure. The merged red and green channels show colocalization in yellow and DAPI is shown in blue. (G-H)
Quantification of YH2AX and 53BP1 foci G) number or H) mean fluorescence intensity (MFI) per nucleus. Data are the
mean + SEM of triplicate and are representatives of three independent experiments. Two-way ANOVA. * p <0.05, ** p
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Supplementary figure 6

A) Representative images of LNCaP that were exposed 6 days to 10 uM Enza, alone or in combination with 0.625 pM
ABT-263 (top), 0.3125 uM A-115 (middle) or 0.625 uM PPL (bottom). B) Cell survival histograms of LNCaP and PC-3
that were treated with 10 uM Enza for 6 or 12 days, alone or in combination with increasing concentrations of ABT-263
(top), A-115 (middle) or PPL (bottom). SO to S5 correspond to increasing senolytics concentrations (see Figure S3A).
Data are the mean + SD of triplicate and are representatives of three independent experiments.
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Target Forward (5'-3')
pl5 GAATGCGCGAGGAGAACAAG
pl6 GGGAGCAGCATGGAGCCT
p21 GGGACAGCAGAGGAAGAC
p27 TCCGGCTAACTCTGAGGACA
p53 GGAAGACTCCAGTGGTAATCTA
p57 GCGGTGAGCCAATTTAGAGC
IL-8 GCCAACACAGAAATTATTGTAAAG
IL-6 TGTGTGAAAGCAGCAAAGA
l-1a ACCAGTGCTGCTGAAGGAGAT
IL-1B AGAAGTACCTGAGCTCGCCA
GM-CSF CATGTGAATGCCATCCAGGA
IGFBP-2 GCCCTCTGGAGCACCTCTACT
Supplementary Table 1

Reverse (5'-3")
CATCATCATGACCTGGATCGC
ATGACCTGGATCGGCCTCCGACCGT
TGGAGTGGTAGAAATCTGTCA
GTAGAAGAATCGTCGGTTGC
TTGGGCAGTGCTCGCTTA
CGGTTGCTGCTACATGAACG
TTATGAATTCTCAGCCCTCTTC
GGCAAGTCTCCTCATTGAA
TCTTAGTGCCGTGAGTTTCCC
CTGGAAGGAGCACTTCATCTGT
CAGGCCCACATTCTCTCACTT
CATCTTGCACTGTTTGAGGTTGTAC

Forward and reverse primers that were used to detect CDKi and SASP gene transcripts in Q-PCR experiments.
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Chapitre 4 — Discussion

1) Destins cellulaires provoqués par les traitements induisant des

dommages a ’ADN

Les inducteurs de dommages a I'ADN, l'irradiation et I'olaparib, ont déclenché des réponses de
SIT typiques dans les cellules du CP, quel que soit leur statut p53, avec des différences notables
cependant. Alors que la lignée LNCaP p53 sauvage est principalement entrée en sénescence, la
lignée PC-3, déficiente en p53, a suivi un destin cellulaire mixte incluant la CM, la mort cellulaire

et la SIT (Fig. 1, 2, S1, S2).

L’entrée en CM des PC-3, qui se matérialise par I'apparition de cellules multi-/micronucléées au
contenu 8N (Fig. 2D, 2G, S2C, S2D), pourrait probablement étre expliqué par des points de
controle du cycle cellulaire plus permissifs que ceux des LNCaP, notamment due a leur statut p53.
En effet, I'intégrité de ces points de contrdle est un élément déterminant de la sensibilité aux
dommages a ’ADN. Par exemple, la combinaison des traitements aux PARPi [47,207-209] ou a
Iirradiation [210-212] avec l'inhibition ou la délétion d’ATM, ATR, de CHK1/2, p53 ou de p21
entraine une forte augmentation de la proportion de cellules multinucléées et de mort cellulaire
dans des modeles de cancer colorectal, lymphoide, de 'ovaire, du poumon et du sein. Dans
certains cas, la progression a travers la mitose serait méme un processus essentiel a la toxicité
des dommages a I’ADN. En effet, une étude a démontré que le contournement de la mitose au
profit de I'endoréplication permettait d’abolir la toxicité des PARPi dans des modeles de cancer
colorectal et du sein [213]. Bien que p53 soit impliquée dans la transition G2/M [214], elle ne
semble pas jouer de réle important dans le passage a travers la mitose [160,211,215]. En revanche,
I’activation de la RDA puis de p53 a la suite de cassures chromosomiques causées lors de la CM
sont responsables de I‘arrét du cycle et de I'apoptose induites pendant la phase G1 subséquente.
En effet, dans des modeéles de cancer du colon, de I'ovaire et de leucémies, les cellules tumorales
p53 sauvages ayant subi une CM a la suite de dommages a ’ADN entrent en apoptose dans la
phase G1 subséquentes, alors que les cellules déficientes en p53 subissent plusieurs cycles de

réplication de I'ADN et de mitose sans cytokinése pour devenir multinucléées avant d’encourir



une mort cellulaire caractérisée par un morphotype nécrotique [160,215-218] (voir chap. 1.4.1). En
soutien a ces observations, nos résultats montrent, chez les PC-3 p53-déficientes, le maintien de
la synthese d'ADN 2 jours apres irradiation ou inhibition des PARP ainsi que I'apparition de cellules
multi-/micronucléées et de cellules mortes (Fig. 2C, 2D, 2G, 2E, S2B, S2C, S2D), ce qui fut
observable dans une moindre mesure chez les LNCaP sauvages pour p53 (Fig. 1C, 1D, 1G, 1E). Il
serait donc probable que les PC-3 aient subi une mort cellulaire tardive aprés plusieurs mitoses
anormales et que les LNCaP soient mortes plus précocement par un mécanisme d’apoptose p53-
dépendant encore fonctionnel, bien que cette hypothése soit a vérifier a I'aide de technique
adaptées (voir chap. 1.4.1). Ce mécanisme pourrait également expliquer le plus grand nombre de

mort cellulaire observé chez les PC-3 que chez les LNCaP (Fig. 2C, 1C).

Globalement, les dommages a I'ADN déclenchés physiquement (irradiation) ou chimiquement
(olaparib) ont tous deux induits un robuste arrét prolifératif aprés 6 jours dans les lignées du CP,
quel que soit leur statut p53 (Fig. 1E, 2E). En accord avec ces résultats, nous avons également
observé que ces traitements meénent a 'augmentation du nombre de transcrits des CDKi p15, p16
et p21 chez les LNCaP (Fig. 1H). Cette augmentation fut observée uniquement pour p21 chez les
PC-3 (Fig. 2H). Cela pourrait s'expliquer en partie par des niveaux d’expression plus élevés, chez
les PC-3, de CBX7, un répresseur du locus p16INK4a/p19ARF, comme déja observé [219]. D’autre
part, alors que la transcription de p21 est habituellement médiée par p53, les PC-3 ont pu réguler
a la hausse cette derniere malgré leur statut p53-déficient. La transcription p53-indépendante de
p21 a déja été décrite comme pouvant étre médiée par les protéines FOXO [220]. Ces protéines
sont impliquées dans la sénescence [221,222] ainsi que dans la croissance et la malignité des CP
[223-227] et ont déja été observées comme positivement régulées apres inhibition des PARPs [228].
La kinase Chk2, qui a déja été décrite comme induisant la sénescence et la transcription de p21
dans les cellules de cancer du sein et de |'ovaire, pourrait également étre impliquée [47,228]. La
sénescence induite par les dommages a I'ADN des cellules LNCaP et des PC-3 a aussi été
caractérisée par un arrét de croissance G2/M (Fig. 1D, 2D), comme précédemment observé par
I’équipe pour les cellules cancéreuses ovariennes déficientes en p53 [47]. Sachant que notre
évaluation des proportions de cellules présentes dans chaque phase du cycle est basée sur leur

contenu en ADN, il est également possible que les cellules extrapolées comme arrétées en G2/M
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(Fig. 1D, 2D) soient en fait des cellules tétraploides arrétées en phase G1 de maniere p21-
dépendante, comme fréquemment observé a la suite d’'une CM. En effet, sachant que p53 et p21
ne sont pas impliquées dans la prévention de I'entrée en phase M aprés dommages a I’ADN
[160,211,215] et que les LNCaP présentent tout de méme une légere proportion de cellules 8N (Fig.
1D), il serait logique de penser que les LNCaP, bien que sauvages pour p53, soient également
entrées en CM a la suite des traitements a I'irradiation et a I'olaparib. La différence de proportions
en cellules 8N entre les LNCaP et les PC-3 s’expliquerait alors par la présence, chez les LNCaP, de
signalisations plus redondantes que celles des PC-3 pour l'apoptose ainsi que pour la
transcription/activation des CDKi de la phase G1 comme p21, qui est connue pour prévenir
I"apparition de cellules 8N a la suite de dommages a I’ADN (Fig. 1H, 2H) [211,229]. Au-dela du statut
p53, d’autres différences génétiques pourraient également expliquer les divergences de destins
cellulaires entre les PC-3 et les LNCaP, qui restent des cellules au génome fortement aneuploides
portant de multiples altérations sur différents génes liés a la signalisation de la RDA, a la
réparation des dommages a I’ADN et aux points de contrdle du cycle cellulaire [120,230]. D’autre
part, il serait également intéressant de déterminer, parmi les cellules traitées a 'irradiation ou a
I'olaparib, la proportion de cellules étant devenu sénescentes a la suite d’'une CM, dans le but de

déterminer la place et I'importance de ce processus dans I'induction du phénotype sénescent.

2) La sénescence induite par le traitement a I’enzalutamide

La SIT a I'enzalutamide semble plus faible que celle induite par les traitements a l'irradiation ou
au PARPi induisant des dommages a I'ADN (Fig. 4, 5, 6). En effet, les cellules traitées a
I'enzalutamide n’ont arrété leur prolifération et leur synthése d’ADN que progressivement (Fig.
4D, S5D) et leur activité SA B-gal n'a atteint son niveau maximal qu'aprés 12 jours, un niveau qui
reste faible en comparaison a la SIT induite par l'irradiation et le PARPi (Fig. 4E, S5E). De facon
frappante, nous avons observé une absence totale de foyers de dommages a I'ADN ou d'instabilité
génomique (Fig. 4C, 4F, S5C, S5F-H) lors du traitement a I'enzalutamide. De plus, I'arrét de
croissance déclenché semble avoir lieu en phase G1, ce qui fait contraste avec I'arrét en G2/M
probablement induit par les traitements aux inducteurs de dommages a I’ADN (Fig. 4C, 1D).
Certains rapports indiquent une sénescence induite non-pas par inhibition de la signalisation du

RA par des AA, mais par la suppression des androgéenes du milieu de culture [28,57,181,182].
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Contrairement a la SIT a I'enzalutamide, la SIT a la privation androgénique induit des foyers
persistants de dommages a I'ADN dans les LNCaP par la production d'especes réactives d'oxygene
[28,57] (Fig. 4F, S5F-H). Cette SIT est également associée a la baisse de la protéolyse de p27%r! et
donc a une augmentation de son activité. Cette protéolyse est habituellement médiée par la E3
ligase Skp2, dont I'activité est stimulée par la signalisation du RA [28]. L'absence de transcriptions
de p27Kipl que nous avons observée dans la SIT a I'’enzalutamide (Fig. 4G) pourrait donc étre
expliquée par ce mécanisme de régulation indépendant de la transcription. Les LNCaP affichent
également une augmentation de la quantité de transcrits de p15 et de p16, CDKi marqueurs de
la sénescence, mais pas de p21, ce qui est cohérent avec une absence de dommages a I'ADN ou
d'activation de p53 (Fig. 4G). Bien que |'expression de pl16 soit souvent associée a un état
irréversible de sénescence [31,33], le traitement a I'enzalutamide pendant plus de 30 jours a induit
un arrét prolifératif réversible aprés retrait de la molécule du milieu (Fig. 6E). Cela suggére qu’en
comparaison a la SIT aux dommages a I'ADN, l'induction et le maintien de la sénescence induite

par I'enzalutamide dépend de mécanismes moléculaires différents.

La réversibilité observée de l'arrét prolifératif pourrait également indiquer le déclenchement
d’une simple pause dans le cycle cellulaire due a un manque de signaux de croissance, état
communément appelé « quiescence », plutot que d’un arrét prolifératif durable lié a un état de
sénescence déclenché par un stress [231]. En effet, I'augmentation de l'activité SA B-gal,
initialement décrite comme permettant de distinguer les cellules sénescentes des cellules
guiescentes ou différenciées [39], a déja été observée chez des cellules dont la quiescence a été
induite par la culture en confluence ou en milieu sans sérum [232]. A la différence des cellules
sénescentes, cette augmentation de I'activité SA B-gal chez les cellules quiescentes était, comme
I'arrét prolifératif, réversible lors du réensemencement de celles-ci en milieu complémenté en
sérum ou en condition de préconfluence [232]. Il est donc possible que I'enzalutamide, dont le
mécanisme d’action est d’empécher les signaux de croissance d’activer le récepteur aux
androgénes, mime en partie la condition de déplétion en sérum [125,126]. Les cellules dont la
guiescence a été induite par la privation en sérum et les cellules dont la sénescence a été induite
par des dommages a 'ADN peuvent étre différenciées par I'amplitude de I'augmentation de

I'activité SA B-gal, qui est supérieure chez les cellules sénescentes [233]. Lors du retrait de
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I’enzalutamide du milieu, le délai de reprise de la prolifération fut plus long chez les cellules ayant
été préalablement traitées plus longtemps (Fig. 6E), ce qui pourrait étre due a une conversion
progressive, dans une fraction de plus en plus grande de cellules, de I'arrét de croissance
temporaire lié a un état de quiescence en un arrét de croissance définitif lié a un état de
sénescence. Ce processus, dépendant de la voie mTOR, est appelé géroconversion [234]. La
différence entre sénescence et quiescence peut donc également se faire par la comparaison des
niveaux d’activité de la voie mTOR, bien plus élevés dans les cellules sénescentes [233,234]. Dans
le futur, la quantification, dans les cellules traitées a I'’enzalutamide, de I'activité mTOR et de
I’élargissement morphologique, marqueur mTOR-dépendant de la sénescence cellulaire (voir
chap. 1.1.2.c), pourrait donc nous permettre de distinguer quiescence de sénescence, sachant
que le délai plus long de reprise de la prolifération chez les cellules traitées plus longtemps
pourrait étre également di a d’autres facteurs comme, par exemple, a une plus grande
accumulation intracellulaire d’enzalutamide, qui provoquerait un maintien plus long en

quiescence.

Il est cependant important de garder a l'esprit que les phénotypes de SIT dans le contexte du
cancer sont a considérer comme des phénotypes « semblables a la sénescence » car la
réversibilité de I'arrét prolifératif associé a la SIT a déja été observée plusieurs fois dans les
cellules cancéreuses traitées aux inducteurs de dommages a I’ADN (voir chap. 1.4.3.a) [47,170]. De
plus, des phénotypes de sénescence réversible et indépendante aux dommages a I’ADN ont déja
été décrits en contexte physiologique. Par exemple, la sénescence programmée lors du
développement (voir chap. 1.1.3.d) est caractérisée par une activité SA B-gal accrue, un PSAS et,
bien que dépendante de p21, par une absence de foyers de dommages a I’ADN et par une
indépendance a p53. De plus, a linstar de la SIT a I'enzalutamide, les cellules entrant en
sénescence développementale sont capables de retourner dans le cycle cellulaire lors des phases

tardive du développement.
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3) Manipulation de la sénescence induite par les traitements du

cancer de la prostate

Notre équipe, avec d’autres, a proposé et confirmé que la manipulation de la sénescence est une
stratégie pertinente d’amélioration du traitement anticancéreux. En effet, cette stratégie
« d’enchainement » visant a induire la sénescence dans les cellules cancéreuses puis a les cibler
avec des sénolytiques a connu un succés dans le mélanome, le cancer du sein, des ovaires, du
poumon du foie et du pancréas (voir chap. 1.4.3.b). Ici, nous démontrons que cette stratégie
d’enchainement est également possible dans un modéle d’adénocarcinome métastatique
sensible a la castration, les LNCaP, ainsi que dans un modele de CP a petites cellules, les PC-3.
Curieusement, les PC-3 p53-déficientes traitées aux inducteurs de dommages a 'ADN ont
présenté une sensibilité aux inhibiteurs de Bcl-2 et de Bcl-xL similaire a celle des LNCaP sauvages
pour p53 (Fig. 3, S3, S4). Ceci suggere la présence d’un signal proapoptotique p53-indépendant
dans les PC-3 traitées a I'olaparib ou a l'irradiation. En effet, bien qu’il ait été montré que la seule
neutralisation des antiapoptotiques de la famille des Bcl-2 puisse étre suffisante pour I'induction
de I'apoptose [235], les PC-3 non-traitées étaient bien moins sensibles a ’ABT263 et a ’'A1155463
gue les PC-3 traitées aux inducteurs de dommages a I’ADN (Fig. 3, S3, S5). L’existence d’apoptoses
médiées par diverses voies indépendantes de p53 a déja été extensivement validée chez les
LNCaP et les PC-3 traitées avec divers agents dont le docétaxel et des inducteurs de dommages a
I’ADN, ce qui soutien nos résultats et met au défi le paradigme décrivant p53 comme le principal
inducteur de 'apoptose a la suite du traitement anticancéreux [236-239]. Les résultats de PCR
guantitative en temps réel et d’essai multiplex ont montré que les traitements aux inducteurs de
dommages a ’ADN menaient a la sécrétion d’'un PSAS pro-tumoral par les cellules PC-3 (Fig. 2I,

S2F) (voir chap. 1.1.2.e, chap. 1.1.4.e et chap. 1.5.2). Les LNCaP traitées aux inducteurs de

dommages a I’ADN et a I'enzalutamide ont montré un nombre plus élevé de transcrits d’IL-1,
composant du PSAS associé aux mauvais pronostiques cliniques des patients et pouvant favoriser
la croissance tumorale, I'angiogenése ou I'apparition de métastases [240] (Fig. 1l, 4G). La cytokine
n’a cependant pas été retrouvée dans I’'analyse en multiplex des facteurs solubles libérés par les
LNCaP traitées par irradiation, qui montre néanmoins une sécrétion de certains facteurs de PSAS

déja décrit comme protumoraux dans le contexte du CP, comme le VEGF, MCP-1 ou I'IL-8 [197-
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199,241,242] (Fig. S1F). Ces résultats renforcent encore davantage l'intérét clinique de I'élimination

des cellules prostatiques tumorales sénescentes par thérapie combinée.

Il a été proposé que l'efficacité des sénolytiques puisse varier en fonction des types cellulaires
concernés et des inducteurs de sénescence employés [186,243]. En effet, nous constatons que les
sénolytiques les plus courants, les inhibiteurs des antiapoptotiques de la famille Bcl-2, ne sont pas
efficaces contre la totalité des spectres de SIT dans le CP. Malgré la présence de nombreuses
caractéristiques typiques de la sénescence au sein des cellules traitées a I’'enzalutamide, celles-ci
furent totalement résistantes a ’ABT263 et a I’A1155463, indépendamment de la durée du
traitement initial (Fig. 5D, 5B, 6F, S6). Ceci souligne le besoin d’identifier, dans ces cellules,
d’autres vulnérabilités pouvant étre exploitables dans le cadre d’une stratégie d’enchainement
utilisant des sénolytiques. A I'instar de la n6tre, une récente étude a souligné la résistance a I'ABT-
263 des LNCaP traitées a I'enzalutamide, mais a révélé de facon intéressante que celles-ci
subissaient une apoptose accrue lors de I'ajout au traitement d’un inhibiteur allostérique d’Akt
(MK2206), qui agirait comme un sénolytique dans ce contexte [186]. || a également été montré
que les cellules dont la sénescence a été induite par la privation androgénique exprimaient
d’avantage I'antiapoptotique Mcl-1 [57]. Dans le futur, il pourrait donc étre intéressant d’évaluer
le statut Mcl-1 des cellules traitées a I'enzalutamide, ce qui pourrait éventuellement mener a
I'utilisation de ’AZD5991, un inhibiteur de Mcl-1, comme sénolytique dans ce contexte [244]. Nous
montrons aussi ici que le PPL, un composé naturel qui tue de maniére sélective les cellules
sénescentes [73], y compris les cellules sénescentes du cancer de |'ovaire [47], n'a pas eu d'effet
synergique ou sénolytique sur la viabilité des cellules du CP dont la sénescence a été induite par
le traitement par irradiation ou olaparib, mais a eu un effet synergique avec le traitement a
I’enzalutamide a court terme, sans induire de mort cellulaire (Fig. 3, 5). Notre hypothese est que
le PPL a renforcé l'arrét prolifératif déclenché par I'enzalutamide et n'a donc affecté que les
cellules traitées a court terme dont la prolifération n’était pas encore totalement arrétée (Fig.
4D). Ce réle de suppresseur de prolifération avait déja été décrit dans les cellules de carcinome
épidermoide oral humain [245]. Les cibles du PPL restent néanmoins peu connues et de futures

caractérisations plus approfondies sont nécessaires [246].
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Nos résultats montrent que les LNCaP traitées au long terme a I’enzalutamide sont également
capables de résister aux doses d’ABT263 induisant une cytotoxicité non-spécifique dans les
cellules controdle (Fig. 6F). Ce fut également le cas pour les doses toxiques d’autres sénolytiques
(données non-montrées). Ces mécanismes de résistance pourraient étre dus a l'acquisition de
caractéristiques neuroendocriniennes suite a une transdifférenciation des cellules du CP traitées,
un phénomene bien décrit et lié a I'acquisition de résistances aux traitements du CP en clinique
[108]. Une des hypothéses que nous formulons est que cette résistance pourrait également étre
due a une régulation a la hausse de I'autophagie, processus physiologique de dégradation et de
recyclage des contenus cytoplasmiques déja décrit comme impliqué dans la multirésistance aux
traitements anticancéreux [247]. La régulation a la hausse de I'autophagie a déja été observée
dans les cellules LNCaP apres traitement par AA, notamment par enzalutamide et par
bicalutamide [108], et a déja été décrite comme étant a I'origine de la résistance des cellules du
CP au bicalutamide, a I’enzalutamide, aux taxanes, au mitoxanthrone et a la radiothérapie [108].
Il a été montré dans plusieurs modeéles que le palbociclib, un inhibiteur des kinases CDK 4/6
responsables de I'entrée dans le cycle cellulaire, induisait une sénescence similaire a celle
observée chez les LNCaP traitées a I'’enzalutamide, caractérisée par une activité SA B-gal accrue
et par un arrét de croissance en G1 réversible [248,249]. Une caractéristique supplémentaire du
traitement au palbociclib dans ces modeles était la régulation a la hausse de d’autophagie qui,
une fois inhibée par I'utilisation de chloroquine ou de spautine-1, provoquait I'apparition d’'un
phénotype de sénescence irréversible cette fois. Notre hypothése est que le fonctionnement de
I’enzalutamide est similaire a celui du palbociclib, premierement pour la ressemblance
phénotypique entre les deux sénescences qu’ils induisent, et deuxiemement parce que ces deux
inhibiteurs semblent agir sur la méme voie moléculaire. En effet, alors que le palbociclib prévient
I’entrée en phase G1 en inhibant les CDK 4/6, I'enzalutamide agirait en amont en prévenant le
déclenchement de la transcription de la cycline D par la signalisation du RA, ce qui meénerait in
fine a I’absence d’activation des CDK 4/6 [250,251]. Des résultats préliminaires de notre laboratoire
sont disponibles en annexe 1 et suggerent que le traitement a I'’enzalutamide pendant 36 jours,

en addition a la chloroquine les 6 derniers jours, provoque des altérations nucléaires chez les
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LNCaP observables par fluorescence grace a I'expression de la protéine chimere H2B-GFP. Une

caractérisation plus approfondie de ce phénotype est en cours au laboratoire (voir chap. 5.2).

Sachant que la radiothérapie est un dispositif utilisé couramment dans les traitements primaires
des CP néodiagnostiqués et que I'olaparib et le rucaparib ont obtenu la désignation de «
breaktrough therapy » par la FDA (voir chap. 1.3), nous pourrions imaginer qu’une thérapie
combinée incluant des sénolytiques puisse étre un jour envisagée en clinique. Plusieurs essais
combinant le Navitoclax (ABT263) a des agents anticancéreux précédemment décrits comme
induisant la sénescence ont déja été mis en place. Par exemple, dans le contexte de la leucémie
lymphoide chronique, un essai de phase Il impliquant le Navitoclax en combinaison avec le
Rituximab, un anticorps monoclonal précédemment décrit comme induisant la sénescence des
cellules de lymphomes (voir chap. 1.4.3), a montré des taux de réponse prometteurs [252]. Des
essais similaires de phase | ont également été mis en place chez des patients atteints de diverses
tumeurs solides (ovaires, reins, poumons, pancréas, colon, téte et cou, etc.), traités au
carboplatine/docetaxel, au docetaxel et a la gemcitabine en combinaison au Navitoclax.
Cependant, une limite a l'utilisation du Navitoclax fut atteinte de maniere récurrente dans ces
essais. En effet, I'induction de thrombocytopénies et de neutropénies [252,253] due a l'inhibition
de Bcl-2 et de Bcl-xL, respectivement [254,255], a poussé les investigateurs a systématiquement
interrompre les études de maniere précoce. Il est hautement probable que ces effets « hors-
cible » aient limité les doses maximales utilisées chez le patient et ainsi potentiellement limité les
bénéfices du traitement. Récemment, une étude a caractérisé un inhibiteur de Bcl-xL nommé
DT2216, dont le fonctionnement consiste a diriger Bcl-xL vers la E3 ligase VHL pour induire sa
dégradation dans les cellules tumorales mais pas dans les plaquettes sanguines, qui expriment
trés peu la protéine [256]. Sachant que, dans nos modeles, la seule inhibition de Bcl-xL par
I’A1155463 a été aussi efficace que l'inhibition simultanée de Bcl-2 et de Bcl-xL par 'ABT263 (Fig.
3, S3, S4), nous pensons que l'utilisation d’un tel inhibiteur permettrait le développement d’une
thérapie d’enchainement efficace et dépourvue d’effets indésirables liés a des toxicités
neutrophiliques ou thrombocytaires. De plus, il est important de souligner que le but premier de
ces essais était le ciblage des cellules cancéreuses présentant une haute activité des

antiapoptotiques de la famille Bcl-2, hors du contexte plus global de ciblage de la SIT. Il n'est donc
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pas certain que les protocoles testés aient induit de la sénescence chez ces patients, niméme que
les types de cancer présents dans ces essais aient été représentatifs des modeles précliniques
utilisé initialement. L'intégration de la science translationnelle dans ces protocoles d'essai, avec
analyse des effets sénolytiques et/ou « sénoinducteurs » sur des biopsies avant et apres
traitement, ou l'utilisation d'approches d'imagerie des cellules sénescentes récemment
développées, devrait aider a affiner les stratégies et a les orienter vers les patients les plus
susceptibles d'en bénéficier [73]. Ces résultats cliniques démontrent aussi I'importance critiques
du développement et de l'utilisation de méthodes de criblage a grande-échelle permettant

d’identifier de nouvelles molécules a activité sénolytique.

Nous avons utilisé les lignées métastatiques LNCaP et PC-3 comme modeéles d’étude pour la
caractérisation des destins cellulaires induits par la radiothérapie et par les traitements a
I'olaparib et a I’enzalutamide, ainsi que pour |’évaluation des stratégies d’enchainement
impliquant ces traitements en addition a des sénolytiques. Le fait que la lignée des PC-3 ne
produise ni ARNm ni protéines du RA ou de I'APS ternie leur réputation auprés de certains
chercheurs, qui la qualifient de non-représentative des CP rencontrés en clinique,
majoritairement composés d’adénocarcinome exprimant le RA et I’APS [120,257]. Une étude a
également démontré que la lignée des PC-3 était caractéristique des carcinomes
neuroendocriniens a petites cellules, mais pas des adénocarcinomes [257]. Cependant, bien que
les CP a petites cellules soient rares et présents chez 0,5 a 2 % des patients, ils représentent 10 a
20 % des CP retrouvés dans des autopsies d'hommes décédés d'un CPRC [258]. De plus, environ
un quart des CPRC comprennent des cellules qui ont subi une reprogrammation cellulaire pour
devenir indépendantes du RA et acquérir un continuum de caractéristiques neuroendocriniennes
[108]. Sachant que les LNCaP présentent des caractéristiques d’adénocarcinome, sont
hormonosensibles et expriment I’APS et le RA [120,257], nous estimons que les modéles cellulaires
choisis sont complémentaires et adaptés a I'étude des traitements indiqués dans le CP
métastatique, a savoir les traitements a I'enzalutamide et a I'olaparib [127,128,153,154]. Afin de
tenter de s’approcher encore d’avantage de la diversité tumorale pouvant étre rencontrée en
contexte clinique, il serait intéressant de réaliser les mémes expériences avec des lignées

métastatiques hormonorésistantes qui, contrairement aux PC-3, expriment I’APS et le RA, comme
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les lignées 22Rv1 ou ARCaP [120]. Bien que la radiothérapie locale soit utilisée dans le traitement
du CP métastatique, les bénéfices majeurs qu’elle apporte en contexte clinique sont surtout
retrouvés dans le traitement des CP localisés (voir chap. 1.3.2) [259]. Il serait donc pertinent de
vérifier que nos résultats obtenus avec traitement par irradiation puissent étre reproduits avec
des lignées extraites de tumeurs localisées, comme la lignée CWR22 [121]. D’autre part, évaluer la
viabilité des cellules épithéliales prostatiques humaines primaires (ex : HPrEC [11]) traitées ou non
aux sénolytiques permettrait d’estimer la spécificité des concentrations utilisées pour les cellules
cancéreuses prostatiques. Enfin, I'évaluation préclinique en modele murin constituera I'étape
finale avant évaluation clinique des thérapies d’enchainement ici proposées. Dans le domaine du
CP, les cellules communément utilisées pour la mise en place de xénogreffes murines, a savoir les
PC-3, les DU145 et les LNCaP, présentent des limites importantes. En effet, en raison de leur
adaptation aux environnements de croissance in vitro, ces lignées cellulaires parviennent
difficilement a reproduire la structure tridimensionnelle de la tumeur, a reproduire
I'hétérogénéité inter- et intra-tumorale des CP retrouvés en clinique et donc a récapituler avec
précision la progression clinique des CP humains et leur réponse a différents traitements [260].
Afin d’obtenir les résultats les plus transférables a I’humain possible, il serait donc pertinent
d’utiliser des modeéles précliniques de xénogreffes dérivées de patients (XDP), comme les séries
LAPC, KUCaP-2 ou LuCaP, qui ont été décrites comme capables de reproduire les principales
caractéristiques histopathologiques, génomiques (délétion de PTEN, délétion et mutation de
TP53, perte de BRCA2, etc.), phénotypiques (transformation, transition vers I’lhormonorésistance,

etc.) et de réponse au traitement des échantillons de CP obtenus de patients [260,261].
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Chapitre 5 — Conclusions et perspectives

1) Conclusions

Le but de ce projet a été d’établir un profil systématique des différents destins cellulaires induits
par les traitements du CP et d’explorer les possibilités d'intervention pharmacologique pouvant
renforcer leur efficacité. Pour cela, nous avons évalué, aprés traitement des LNCaP et PC-3 par
irradiation, olaparib ou enzalutamide, I'apparition de différents marqueurs tels que I'activité SA
B-Gal, la synthése d'ADN, la mort cellulaire, les dommages persistants a I'ADN, l'instabilité
génomique et |'expression des genes des CDKi et du PSAS. En addition a la mort cellulaire et la
catastrophe mitotique probablement dépendantes du statut p53, les traitements par irradiation
et olaparib ont mené a I'apparition d’'un phénotype sénescent classique et convertible en mort
cellulaire par des inhibiteurs des antiapoptotiques de la famille de Bcl-2. D’autre part, le
traitement de la lignée LNCaP hormonosensible a I'enzalutamide a déclenché un phénotype
semblable a la sénescence caractérisé par un arrét prolifératif réversible, une absence de
dommages a ’ADN et une insensibilité a ces mémes inhibiteurs. De maniére intéressante, le PPL,
précédemment décrit comme agent sénolytique, a cette fois-ci renforcé I'arrét prolifératif induit

par I'enzalutamide sans promouvoir de mort cellulaire.

2) Perspectives

Bien gu’indispensables a la future mise en place de thérapies d’enchainement dans un contexte
clinique, les données démontrant la présence de SIT dans les tissus prostatiques tumoraux
humains sont actuellement trop peu nombreuses, voire inexistantes pour les traitements par
PARPi ou radiothérapie externe (voir chap. 1.5.1). Dans le but de remédier a ce probléme, nous
avons donc créé une banque de tissus prostatiques provenant de patients nouvellement
diagnostiqués et prélevés avant et apres traitement par radiothérapie et/ou TPA. En paralléle, ces
patients subissent également un prélevement sanguin qui servira a la mesure quantitative des
différents composants systémiques du PSAS. Des micro-étalages de tissus seront générés a partir

des biopsies afin de permettre la quantification des biomarqueurs de la RDA et de la sénescence



directement dans le tissu prostatique. Cette quantification sera faite par fluorescence grace a une
technique de normalisation et de quantification hautement reproductible spécialement mise en
place par I'équipe. Ces données seront finalement corrélées au destin clinique des patients, ce
qui pourra éventuellement poser les bases au développement de nouveaux outils de mesure de
I"agressivité des CP néodiagnostiqués en clinique. Parmi les 90 patients visés pour I'étude, 20 sont

déja prélevés et inclus.

Aux vues de I'importance croissante de I’enzalutamide en clinique (voir chap. 1.3.1.b), il est
particulierement important de comprendre les mécanismes sous-jacents a l'initiation et au
maintien de la SIT a I'enzalutamide dans le but de pouvoir la cibler et/ou de la renforcer
pharmacologiquement. Dans ce but, nous mettons actuellement en place, en collaboration avec
le Dr Richard Marcotte du Conseil national de recherches Canada, une stratégie non-biaisée de
criblage par invalidation génique a grande échelle grace a la technologie CRISPR-Cas9. Cette
technique est basée sur I'expression d’une nucléase, la Cas9, capable de cliver ’ADN génomique
a un locus précis grace a sa coexpression et a son complexage avec un petit ARN complémentaire
a la séquence visée : ’'ARN guide. La conséquence de ce clivage est la mise en ceuvre, dans la
cellule, d’'un processus de réparation peu fidele menant a des décalages de phase et a
I'invalidation du géne visé [262]. Notre objectif est de tester une librairie composée de 90 000 ARN
guides ciblant environ 18 000 genes chez les LNCaP afin d’identifier les genes importants pour le
maintien ou l'initiation de la SIT a I’enzalutamide. La pertinence de ce projet est appuyée par le
fait que les cellules LNCaP ont déja été utilisées par d’autres équipes pour des stratégies
similaires. Toutefois, nous avons déterminé, lors de séries préliminaires de criblages, que
I'expression constitutive de la Cas9 était hautement toxique pour les LNCaP. Nous mettons donc
actuellement en place une stratégie utilisant une Cas9 a expression inductible afin de limiter sa

toxicité tout en limitant son activité « hors-cible », non-spécifique [262].

En paralléle aux techniques d’investigation a grande échelle, nous approfondissons actuellement
I’étude du phénotype induit par le traitement des LNCaP a l’enzalutamide combiné a la
chloroquine, une molécule inhibant I'autophagie en empéchant la fusion des autophagosomes
avec les lysosomes [263]. Premierement, dans le but de savoir si ce phénotype engendre un arrét

de croissance irréversible chez les LNCaP, nous réaliserons des courbes de croissance ainsi que
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des marquages a I'EdU de LNCaP traitées par thérapie combinées puis incubées dans un milieu
sans enzalutamide ni chloroquine pendant un certain temps. Nous ne savons pas non plus si
I'altération morphologique des noyaux observée dans ces cellules est réellement liée a une
instabilité génomique. En effet, la fluorescence nucléaire observée sur les images en annexe ne
provient pas de 'ADN lui-méme, mais d’une protéine de fusion se liant a I’ADN : I’histone H2B-
GFP. D’autre part, il est établi que le traitement a la chloroquine induit I'accumulation de
lipofuscine dans les cellules de I'épithélium pigmentaire rétinien, un pigment émettant une
autofluorescence détectable a 510-530 nm (vert). La lipofuscine, s’accumulant généralement
dans les lysosomes et les cytoplasmes des cellules post-mitotiques, pourrait donc
potentiellement s’accumuler dans les LNCaP non-prolifératives traitées a I'enzalutamide, ce qui
risquerait alors d’induire un signal de fluorescence verte faussement interprétée comme un signal
nucléaire [264,265]. Dans le but de savoir si 'altération du signal nucléaire observée dans ces
cellules est réellement lié a une instabilité génomique, nous réaliserons donc également des
marquages de I’ADN nucléaire au DAPI, détectable a 450-490 nm (bleu), ainsi que des marquages
des foyers persistants de dommages a I’ADN chez les LNCaP traitées a I'enzalutamide en
combinaison a la chloroquine. Nous comptons également évaluer la sensibilité de ces cellules
pour ’ABT263 et I’/A1155463, ainsi que pour divers autres sénolytiques ayant déja fait leur preuve

dans la littérature.
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Annexe

Résultats préliminaires de I’étude du traitement des LNCaP a I’enzalutamide en combinaison avec

la chloroquine.

Controle Enza.
- . .
) . .
H2B-GFP

Figure : Les LNCaP traitées a I’enzalutamide en combinaison avec la chloroquine semblent
présenter une morphologie nucléaire altérée. Les cellules LNCaP exprimant I’'H2B-GFP ont été
laissées sans traitement (gauche) ou traitées 36 jours a I'enzalutamide 10 uM (droite), avec (bas)
ou sans (haut) traitement a la chloroquine 12,5 puM durant les 6 derniers jours de

I’expérimentation. La fluorescence d’H2B-GFP est montrée en vert.
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